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Uber die fir die Nuclealreaktion und Nuclealfarbung 
verantwortlich zu machenden Gruppen. 


Il. Mitteilung. 
Nebst Bemerkungen zur Darstellung des Oxymethylfurfurols. 


Von 


R. Feulgen und K. Imhiiuser. 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Gieben, Chem. Abt.) 
(Der Redaktion zugegangen am 23. Mai 1925.) 


——— 


In einer friitheren Arbeit haben Steudel und Peiser?) 
den Beweis zu erbringen versucht, daB die Nuclealreaktion 
(und die griine Fichtenspanreaktion) auf das bei der partiellen 
Hydrolyse der Thymonucleinsiiure angeblich entstehende Fur- 
furol zurickzufihren sei. Sie gaben an, daB die nach 
Feulgen partiell hydrolysierte Thymonucleinsiaure eine positive 
Reaktion mit Anilinacetat gibe und daB bei der Wasserdampf- 
destillation ein Destillat entstiinde, welches eine positive 
Reaktion mit Anilinacetat, sowie eine Farbung mit fuchsin- 
schwefliger Siure liefere. Feulgen und Voit?) haben diese 
Befunde nicht bestitigen kénnen. Sie fanden, da8 die partiell 
hydrolysierte Thymonucleinsiure — wofern die Hydrolyse milde 
genug ist — keine Spur einer Reaktion mit Anilinacetat gab, 
und da8 daher die Reaktion mit fuchsinschwefliger Siure, 
die mit solchen Lésungen partiell hydrolysierter Nucleinsdure 
so iiberaus intensiv ausfallt (0,5 mg kénnen 5 ccm fuchsin- 
schweflige Siure stark farben), auch nicht auf das Vorhanden- 


1, H. Steudel u. E. Peiser, Diese Zs, Bd. 182, S. 297 (1924). 
*) R. Feulgen u. K. Voit, Diese Zs. Bd. 137, 8. 272 (1924). 
ler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLVIII. 1 


































2 R. Feulgen und K. Imhiauser, 


sein von Furfurol zuriickgefiihrt werden kann. Auch die An- 
gaben von Steudel und Peiser, wonach eine Wasserdampf- 
destillation ein Destillat liefere, das die erwihnten Reaktionen 
zeigte, konnten Feulgen und Voit nicht bestiitigen, sie fanden 
vielmehr, daB bei der Wasserdampfdestillation die Reaktionen 
im Siedekolben schon innerhalb 1 Stunde negativ wurden, 
ohne daB aber in das Destillat nachweisbare Mengen von 
Furfurol iibergingen. 

In einer neuen Arbeit nun scheinen Steudel und Peiser’) 
den Gedanken an Furfurol fallen gelassen zu haben, denn sie 
schuldigen nunmehr das bei der partiellen Hydrolyse angeblich 
entstehende Oxymethylfurfurol als fir die erwahnten 
Reaktionen verantwortlich an, ohne indessen einen experi- 
mentellen Beweis dafiir zu erbringen. 

Die neue Stellungnahme interessierte uns deswegen be- 
sonders, weil Feulgen und Voit?) selbst diese Méglichkeit 
diskutiert hatten. Auf Grund experimenteller Befunde waren 
sie jedoch zu der Anschauung gekommen, daB kein selbstindiges 
Alkohol- oder &therlésliches Zersetzungsprodukt in Betracht 
kommen kénne, daB vielmehr, wenn Oxymethylfurfurol in 
Frage kime, dieses dann noch im Nucleinséiurekern an Phos- 
phorséure gebunden sein miiBte. Wegen der uniiberwindlichen 
Schwierigkeiten, die sich solchen Vorstellungen entgegensetzen, 
haben sie dann diese Erklirung der Nuclealreaktion fallen 
gelassen. 

Steudel und Peiser gehen von der bekannten Tatsache 
aus, daB zahlireiche Kohlehydrate, vor allem die Ketosen, 
bei geeigneter Zersetzung durch Séuren, mehr oder weniger 
groBe Mengen von Oxymethylfurfurol zu liefern imstande sind, 
und sie reihen damit die Nuclealreaktion in jene Gruppe von 
Kohlehydratreaktionen ein, die man frither dem Furfurol zu- 
schrieb, die aber in Wirklichkeit auf die Bildung von Oxy- 
methylfurfurol zuriickzufiihren sind. Endlich fiihren Steudel 
und Peiser folgerichtig auch die Nuclealfarbung auf die 





1) H. Steudel u. E. Peiser, Diese Zs. Bd. 189, S. 205 (1924). 
* R. Feulgen u. K. Voit, Diese Zs. Bd. 187, 8. 285 (1924). 
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angebliche Bildung von Oxymethylfurfurol zuriick und sie 
machen die weitere Hypothese, daB das bei der partiellen Hy- 
drolyse von mikroskopischen Praparaten angeblich entstehende 
Oxymethylfurfurol von den Kernen adsorbiert wiirde. Nachdem 
wir uns seit einer geraumen Zeit mit der Einwirkung aller 
méglichen Reagenzien auf Zellkerne in mikroskopischen Pri- 
paraten beschaftigt haben, schien uns diese Erklirung der 
Nuclealfarbung wenig wahrscheinlich. Wir konnten uns auch 
experimentell nicht davon iiberzeugen, daB die Zellkerne im- 
stande sind, Oxymethylfurfurol in mit der fuchsinschwefligen 
Siure nachweisbarer Menge zu adsorbieren, auch dann nicht, 
wenn man die Bedingungen einhalt, wie sie bei der Nucleal- 
farbung vorgeschrieben sind.') Wir haben z.B. iiber der 
Flamme fixierte Ausstriche von Froschblut 5 Min. lang in 
n-Salzsiure, die 5°/, Oxymethylfurfurol gelést enthielt, bei 
Zimmertemperatur stehen gelassen, dann 15 Minuten mit Wasser 
ausgewaschen und darauf 4/, Stunde der Wirkung der fuchsin- 
schwefligen Saéure*) ausgesetzt: das Praiparat zeigte nicht die 
geringste Spur einer Nuclealfarbung. Wir erinnern daran, daB 
man partiell hydrolysierte mikroskopische Praparate tage- 
lang in Wasser stehen lassen kann, ohne daB die Farbbar- 
keit der Zellkerne bei der nachtriglichen Behandlung mit 
fuchsinschwefliger Siure eine merkliche EinbuBe erleidet.*) 
Nach unseren Versuchen hat die Nuclealreaktion mit jener 
Gruppe von Kohlehydratreaktionen, die auf der Bildung von 
Oxymethylfurfurol beruhen, nichts zu tun. Alle diese Reaktionen 
bediirfen zu ihrem positiven Ausfall einer sehr energischen 
Saurewirkung und werden mit konzentrierten Mineralsiuren 
angestellt, bei der Nuclealfirbung aber werden die mikro- 
skopischen Praiparate nur 4 Minuten lang mit n-HCl auf 60° 
erwarmt, ein Hingriff, der so milde ist, daB die feinsten Zell- 
strukturen erhalten bleiben und der sicherlich nicht zu einer 
nennenswerten Bildung von Oxymethylfurfurol fiihrt, und anderer- 





1) R.Feulgen u. H. Rossenbeck, Diese Zs. Bd. 135, 8. 241 (1924). 
*) Herstellung vgl. bei R. Fralgen u. H. Rossenbeck, Diese 
Zs. Bd, 185, S. 244 (1924). 
®) F. Feulgen-Brauns, Pfliigers Arch. Bd. 208, S. 434 (1924). 
1* 














4 R. Feulgen und K. Imhiauser, 


seits wiirden mikroskopische Priparate die Saurewirkung, welche 
zu einer Furfurol- oder Oxymethylfurfurol-Reaktion notwendig 
ist, gar nicht tiberstehen. Es-sind dies zwei in ihrer Saure- 
wirkung ganz verschiedene Regionen, denen die beiden Reak- 
tionen angehéren.") 


Aber immerhin wiirden selbst die minimalsten Spuren 
von Oxymethylfurfurol in Betracht kommen, wenn bei diesem 
Kérper die Aldehydreaktion mit fuchsinschwefliger Siure ganz 
besonders empfindlich wire, eine Ansicht, die offenbar 
Steudel und Peiser haben, denn sie schreiben”): ,,... 
speziell die Farbekraft mit der fuchsinschwefligen Saure ist 
ganz auBerordentlich stark. Es geniigen Spuren, um sofort 
eine intensive Rétung zu erzeugen.“ Hier vermissen wir quan- 
titative Angaben dariiber, wie empfindlich denn nun eigent- 
lich die Reaktion des Oxymethylfurfurols mit fuchsinschwefliger 
Saure ist, insbesondere verglichen mit der Nuclealreaktion. 


Wir versetzten nun 3 ccm fuchsinschwefliger Siure mit 
0,1 com einer 0,5 °/,igen wiBrigen Lésung von reinem krystalli- 
sierten Oxymethylfurfurol und stellten fest, daB keine Spur 
von irgendeiner Rotfarbung auftrat. Im Reaktionsgemisch be- 
finden sich jetzt 0,5 mg Oxymethylfurfurol. Vermehrt man 
diese Menge auf das Doppelte, so entsteht nach etwa 10 Min. 
eine Spur eines rosa Farbtones, der bei entsprechender Ver- 
mebrung des Oxymethylfurfurols stirker wird. Aus diesem 
Versuche geht hervor, daB die Schwelle fiir die Reaktion 
des Oxymethylfurfurols mit der fuchsinschwefligen Siure unter 
obigen Bedingungen und unter Verwendung des in unserem 
Laboratorium gebriuchlichen Reagenses*) bei etwa 1 mg liegt. 
0,5 mg sind bei obiger Arbeitsweise noch durchaus unter- 





1) Der eine von uns (Feulgen) hat sich schon vor lingerer Zeit 
viel Miihe gegeben, solche Reaktionen auf mikroskopische Priiparate 
anzuwenden, besonders um auch pentosehaltige Nucleinsiuren auf Grund 
ihrer Furfurolbildung in mikroskopischen Priparaten nachzuweisen. Der- 
artige Versuche erwiesen sich als hoffnungslos, weil diePriparate die not- 
wendige Siurewirkung nicht aushielten, sondern sich einfach auflésten. 

2) H. Steudel u. E. Peiser, Diese Zs. Bd. 139, S. 206 (19264). 

5) Vgl. FuBnote 2 auf §. 3. 
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schwellig.4) Nun haben Feulgen und Rossenbeck?) bei 
ihrer friiher beschriebenen Nuclealreaktion zu 3 ccm fuchsin- 
schwefliger Séure 0,5 mg partiell hydrolysierter Thymo- 
nucleins&ure zugesetzt und festgestellt, daB hierbei eine 
auBerordentlich intensive Violettfirbung erzielt wird. Also 
selbst unter der Annahme, daB bei der sehr milden partiellen 
Hydrolyse der Thymonucleinsiure diese ,,ihrem ganzen Gewicht 
nach“ in Oxymethylfurfurol iiberginge, wiirde die Menge des 
entstehenden Oxymethylfurfurols doch so gering sein, daB sie 
bei der Nuclealreaktion in der Ausfiihrung von Feulgen und 
Rossenbeck als Farbung gar nicht wahrnehmbar ist. Die 
Annahme aber, da8 bei der partiellen Hydrolyse die gesamte 
Nucleinsiure in Oxymethylfurfurol iiberginge, ist natiirlich ganz 
unméglich. Zunichst enthalt die Nucleinsiure iiberhaupt nur 
etwa 50 °/, ihres Gewichtes an kohlehydratahnlichen Bausteinen, 
und von diesen kommt wiederum nur die Hialfte fir die 
Lieferung des Oxymethylfurfurols in Betracht, weil nur die 
beiden purinkérperhaltigen Nucleotide gegeniiber Séuren so 
empfindlich sind, die beiden pyrimidinhaltigen dagegen nicht, 
wie wir aus den Arbeiten von Levene’) und Thannhauser’‘) 
wissen. Endlich gehen die in Frage kommenden Komplexe 
doch nicht quantitativ in Oxymethylfurfurol itiber. Die besten 
bisher beobachteten Ausbeuten lieferten Ketosen mit 20 °/,. 
Mit anderen Worten: eine schatzungsweise zehnfache 
Sicherheit schiitzt uns bei der Nuclealreaktion in der 
Ausfiihrung von Feulgen und Rossenbeck vor einer Ver- 
wechslung mit Oxymethylfurfurol, selbst unter der unmédg- 
lichen Voraussetzung, daB die bei der Nuclealreaktion er- 
forderliche Hydrolyse die maximal denkbare Menge an Oxy- 
methylfurfurol liefern wiirde. 





1) Beim Oxymethylfurfurol liegt die Schwelle also ihnlich wie 
beim Furfurol (vgl. FuBnote 2, S. 1). 

2) R. Feulgen u. H. Rossenbeck, Diese Zs. Bd. 135, S. 216 (1924). 

8) P. A. Levene u. W. H. Jacobs, Jl. of Biol. Chem. Bd. 12, 
S. 411 (1912). 

4) §. J. Thannhauser u. B. Ottenstein, Diese Zs. Bd. 114, 8. 39 
(1921). 
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6 R. Feulgen und K. Imhiuser, 


Von den zablreichen weiteren Einwinden, die man gegen 
die Anschauung von Steudel und Peiser geltend machen 
kann und die durch experimentelle Befunde gestiitzt sind, 
seien im folgenden einige angefiihrt: 

1, Der aus Oxymethylfurfurol und fuchsinschwefliger Saiure 
entstehende Farbstoff ist ausgesprochen rotstichig und er- 
innert an eine Fuchsinlésung, wihrend der bei der Nucleal- 
reaktion entstehende Farbstoff auffallend blaustichig ist und 
Ahnlichkeit mit einer Krystallviolettlésung hat. Dieser Unter- 
schied besteht auch dann, wenn beide Reaktionen unter genau 
denselben Bedingungen angestellt werden, und insbesondere 
die Wasserstoffionenkonzentrationen gleich sind. Der Unter- 
schied in der Farbe, der so groB ist, daB etwa ein colori- 
metrischer Vergleich ganz unmédglich ware, deutet auf eine 
verschiedenartige Natur der entstehenden Farbstoffe und mit- 
hin auf eine verschiedenartige Natur der in Frage kommenden 
aldehydartig reagierenden Komponenten hin. 

2. Der Farbstoff, der aus der hydrolysierten Thymo- 
nucleinsiure und der fuchsinschwefligen Saure entsteht, ist 
bestindig, wihrend der aus Oxymethylfurfurol und fuchsin- 
schwefliger Siure entstehende innerhalb 1 Stunde abblaBbt und 
vollkommen verschwindet. Es ist dies eine Eigentiimlichkeit 
vieler niederer Aldehyde und beruht auf der Bildung der SO,- 
Verbindung des Aldehyds unter Regeneration der fuchsin- 
schwefligen Saiure (Wieland und Scheuing’). 

3. Der fiir die Reaktion mit fuchsinschwefliger Saure ver- 
antwortlich zu machende Stoff bei der Thymonucleinsa&ure 
bzw. die bei der partiellen Hydrolyse daraus entstehende 
Thyminsiure ist tiberaus empfindlich gegen Erhitzen in wiBriger 
Liésung, auch bei neutraler Reaktion, wihrend das Oxymethyl- 
furfurol sehr viel bestindiger ist. Zwar kann das Oxymethyl- 
furfurol besonders beim Kochen mit Sauren und unter er- 
héhtem Druck in Lavulinsiure und Ameisensdure zerfallen; 
doch ist die Widerstandsfihigkeit des Oxymethylfurfurols un- 
vergleichlich viel gréBer als die des wirksamen Prinzips bei der 
Nuclealreaktion, und es lassen sich unschwer Bedingungen 





1) H. Wieland u. G. Scheuing, Chem. Ber. Bd. 54, 8S. 2527 (1921). 
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auffinden, unter denen der wirksame Stoff der Thymonuclein- 
saure vollkommen zersetzt wird, waihrend im synchron an- 
gestellten Parallelversuche das Oxymethylfurfurol ungeschwacht 
in seiner Fiirbekraft gegeniiber der fuchsinschwefligen S&ure 
weiter besteht. Oben war bereits erwihnt, daB die partiell 
hydrolysierte Thymonucleinsiure schon durch 1 stiindiges Kochen 
bei neutraler Reaktion so zersetzt wird, daf dann die Reaktion 
mit fuchsinschwefliger Saéure negativ ausfallt. Wirde man 
eine Lésung von Oxymethylfurfurol in Wasser denselben Be- 
dingungen aussetzen, so wiirde sie keine Beeintrachtigung ihrer 
Wirksamkeit gegeniiber der fuchsinschwefligen Saiure erkennen 
lassen. Man stellt das Oxymethylfurfurol bekanntlich her, 
indem man Rohrzucker mit 0,3°/,iger Oxalsiure 3 Stunden 
lang bei 3 Atmospharen Druck (140°) erhitzt. Man erhialt so 
erfahrungsgemi8 die besten Ausbeuten. Diesen Eingriff wiirde 
das wirksame Prinzip der Thymonocleinséure oder die partiell 
hydrolysierte Thymonucleinséiure gar nicht iiberstehen, ja die 
letztere vertrigt nicht einmal ein ganz kurzes Erhitzen auf 
140° bei neutraler Reaktion, und als wir eine solche Lisung 
im Drucktopf schnell auf 140° erhitzten und nach Erreichung 
der Temperatur den ProzeB unverziiglich unterbrachen, konnten 
wir feststellen, daB die vorher so intensive Reaktion mit fuchsin- 
schwefliger Siure fast ganz verschwunden war, wahrend eine 
in demselben Drucktopfe vorhandene Lésung von Oxymethyl- 
furfurol nichts von ihrer Wirksamkeit eingebiiBt hatte. 

4, Das Oxymethylfurfurol gibt eine Reaktion mit 
Anilinacetat. Die Farbung fallt hier orange aus, wihrend 
der analoge Farbstoff mit Furfurol mehr rot ist. Die oben 
erwahnte 0,5°/, ige Lésung von Oxymethylfurfurol in Wasser, 
von der 0,1 ccm nicht imstande waren, 3 ccm fuchsinschwef- 
lige Siure zu farben, gibt eine sehr intensive orange 
Reaktion mit Anilinacetat. Das umgekehrte ist der Fall 
bei der partiell hydrolysierten Thymonucleinsiure. Sie liefert 
keine Spur einer Reaktion mit Anilinacetat, wohl aber eine 
so intensive Reaktion mit fuchsinschwefliger Saéure, daB man 
mit 1 g einer solchen Substanz 5 Liter fuchsinschwefliger Séure 
in eine intensiv gefarbte Farbstofflésung verwandeln kann. 
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‘ R. Feulgen und K. Imhiuser, 


Diese Befunde sprechen doch wohl eindeutig gegen das Oxy- 
methylfurfurol als wirksames Prinzip bei der Nuclealreaktion. 

5. Man sollte meinen, da8 ein experimenteller Beweis 
fir die Anschauungen von Steudel und Peiser leicht zu er- 
bringen wire durch die priparative Isolierung des ver- 
muteten Oxymethylfurfurols, um so mehr, als dieser Kérper 
sich leicht seer waBrigen Lésungen durch Ausschiitteln mit 
Essigester entziehen labt. Ja, man kann ruhig behaupten, 
daB, wenn die Anschauungen von Steudel und Peiser richtig 
sind, dann die partiell hydrolysierte Thymonucleinsiure bzw. 
die Thyminsiure das idealste Ausgangsmaterial fiir die pra- 
parative Darstellung des Oxymethylfurfurols wire, weil 
einerseits der starke Ausfall der Nuclealreaktion auf die Bil- 
dung enorm groBer Mengen von Oxymethylfurfurol hinweisen 
wiirde, und andererseits die erforderliche partielle Hydyolyse 
so milde sein kann, daB keine Huminstoffe entstehen, wahrend 
bei der iiblichen Darstellung des Oxymethylfurfurols aus Kohle- 
hydraten stets tiefbraun gefirbte Fliissigkeiten mit massenhaft 
schwammig abgeschiedenen Huminstoffen resultieren, aus denen 
die Reindarstellung des Oxymethylfurfurols natiirlich viel mih- 
seliger sein muf. Zur Nachpriifung dieser Verhiltnisse stellten 
wir uns die unten beschriebene Lésung von partiell hydroly- 
sierter Thymonucleinsiure her und ferner zum Vergleich eine 
10°/,ige Lésung von Oxymethylfurfurol in Wasser. 0,1 com 
dieser Lésungen erzeugten in je 5 ccm fuchsinschwefliger Saiure 
eine intensive Farbung mit den oben erwaihnten Verschieden- 
heiten. Die Lésungen wurden jetzt mit dem 1—2fachen Vo- 
lumen reinen Essigesters ausgeschiittelt, nachdem ein Teil 
als Vergleichsprobe beiseite gestellt war. Wir schiittelten die | 
Lisung von partiell hydrolysierter Thymonucleinsiure mit | 
Essigester fiinfmal aus, schiittelten aber gleichzeitig eine 
gleich groBe Probe der partiell hydrolysierten Nucleinsaure- 
lésung ohne Hssigester, wobei Verinderungen, die event. beim 
Schiitteln mit Luft auftreten kénnten (Oxydation der Aldehyd- 
gruppe), herausfallen muBten. Als wir nach 5 maligem Aus- 
schiitteln der partiell hydrolysierten Thymonucleinséure 0,1 ccm 
mit 5 ccm fuchsinschwefliger Saiure vermischten, konnten wir 
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bei mehreren Versuchen keine nennenswerte Veranderung 
gegentiber der ohne Essigester geschiittelten Probe feststellen: 
das eine Mal fiel die Reaktion eine Spur starker aus, das 
andere Mal eine Spur schwicher. Als wir aber die Oxy- 
methylfurfurollésung ein einziges Mal mit Essigester aus- 
geschiittelt hatten, fiel die Reaktion (0,1 com der Lisung + 
5 ccm fuchsinschweflige Siure) nur noch sehr schwach aus, 
um nach dem zweiten Ausschiitteln ganz zu verschwinden. 
Aus diesen Versuchen geht hervor, daB zwar das Oxymethyl- 
furfurol mit Essigester ausschiittelbar ist, die wirksame Sub- 
stanz der partiell hydrolysierten Nucleinséure aber nicht. 
Hiermit bestitigen wir die Anschauung, die der eine von 
uns stets vertreten’) hat, da8 nimlich die wirksame Substanz 
kein alkohol- oder atherlésliches Zersetzungsprodukt dar- 
stellt, sondern noch mit dem Nucleinsaiurereste gekoppelt ist. 
Auch das thyminsaure Barium Kossels, das aus der partiell 
hydrolysierten Thymonucleinsiure darstellbar ist, gibt die 
Reaktion mit fuchsinschwefliger Saiure') in derselben Starke 
wie die partiell hydrolysierte Thymonucleinsiure, und hieran 
andert sich auch nichts, wenn das thyminsaure Barium wieder- 
holt in Wasser gelést, mit Alkohol wieder ausgefallt und oben- 
drein noch mit Ather extrahiert wird, und nur eine Zersetzung 
durch die lange Dauer solcher wiederholten Fallungsprozesse 
bewirkt eine Abnahme der Reaktionsstirke, eine Abnahme, die 
aber auch bei nicht umgefallten Praparaten sich bald bemerkbar 
macht, eben wegen der Empfindlichkeit der Thyminsiure. 

6. Steudel und Peiser erwahnen auch den eigenartigen 
Geruch, der bei der Hydrolyse der Thymonucleinsiure auftritt 
und den sie als Brotgeruch bezeichnen. Er soll nach ihnen 
ebenfalls fiir die Entstehung von Furfurolen sprechen. Diese 
Angaben zeigen uns, daB Steudel und Peiser sich in einem 
ganz anderen Bereiche der Hydrolyse bewegen als wir, denn 
der erwaihnte Geruch tritt immer erst dann auf, wenn der 
auf die fuchsinschweflige Siure wirkende Stoff bereits zerstért 





» 2. Feulgen, Chemie und Physiologie der Nucleinstoffe (Bd. V 
aus A. Kanitz, Die Biochemie in Einzeldarstellungen), Berlin 1923. 
Gebriider Borntriger. 
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ist, er fehlt aber vollkommen, wenn die Hydrolyse im Sinne 
Feulgens vorgenommen wird. So ist denn auch die im experi- 
mentellen Teil beschriebene Hydrolysenfliissigkeit frei von 
diesem Geruch, und auch die Thyminsiure, die eine auBerst 
intensive Reaktion mit fuchsinschwefliger Saure gibt, ist gianz- 
lich geruchlos. Ubrigens fiihren wir den von Steudel er- 
waihnten Geruch nicht auf eine Bildung von Furfurol oder Oxy- 
methylfurfurol zuriick, denn diese Kérper bilden sich, wenn 
iiberhaupt, selbst bei tiefgreifender Spaltung nur in winzigen 
Spuren, und das Oxymethylfurfurol ist zudem fast geruchlos, 
und endlich hat sein Geruch gar keine Abnlichkeit mit dem 
der hydrolysierten Thymonucleinsaure. 

7. Da Steudel und Peiser die Nuclealreaktion auf die 
Bildung von Oxymethylfurfurol zuriickfiihren und damit in jene 
Gruppe von Kohlehydratreaktionen einreihen, die auf der Bil- 
dung von Oxymethylfurfurol beruhen, so sprechen sie damit 
auch der Nuclealreaktion jede Spezifitit ab. Diese ihre An- 
schauung wird scheinbar gestiitzt durch ihre Angabe, daB auch 
andere Kohlehydrate oder kohlehydrathaltige Stoffe ,,unter den 
Bedingungen Feulgens“ dieselbe Reaktion geben. Von den zahl- 
reichen untersuchten Stoffen fanden sie allerdings nur Malzzucker, 
Rohrzucker und Theophyllinglucosid positiv. Wir behalten uns 
vor, das Theophyllinglucosid daraufhin spater zu untersuchen, 
da es uns augenblicklich nicht zuginglich ist, und geben im 
folgenden nur unsere Erfahrungen mit dem Rohrzucker wieder. 

Zunichst ist hier zu bemerken, da8 man, wenn man nur 
will, Rohrzucker selbstverstandlich so behandeln kann, daB er 
mehr als 10°/, Oxymethylfurfurol liefert. Man braucht ihn 
ja nur den Bedingungen zu unterwerfen, wie sie bei der Dar- 
stellung des Oxymethylfurfurols aus Rohrzucker angewendet 
werden. Eine solche Hydrolysenfliissigkeit reagiert, in ge- 
niigender Menge mit fuchsinschwefliger Siure vermischt, po- 
sitiv unter Bildung eines roten Farbstoffs. Diese Reaktion 
unterscheidet sich aber in der oben besprochenen Weise von 
einer Nuclealreaktion. Auch durch Kochen mit Mineralsiuren 
ist es wahrscheinlich méglich, unter Einhaltung bestimmter 
Bedingungen den Rohrzucker so zu zersetzen, daB sich mit 
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fuchsinschwefliger Siure nachweisbare Mengen von Oxymethyl- 
furfarol bilden. Hier aber handelt es sich darum, ob unter 
den Bedingungen, welche wir bei der Nuclealreaktion und 
Nuclealfarbung anwenden, aus anderen Kohlehydraten sich © 
so erhebliche Mengen von Oxymethylfurfurol bilden kénnen, 
daB ihre Reaktion mit der Nuclealreaktion verwechselt werden 
kann. Die Moéglichkeit einer solchen Verwechslung bei der 
Nuclealfirbung kommt iiberhaupt nicht in Frage, weil, wie der 
oben angefiihrte Versuch ergeben hat, die Zellkerne nicht im- 
stande sind, Oxymethylfurfurol in mit der fuchsinschwefligen Saure 
nachweisbarer Menge zu adsorbieren, selbst dann nicht, wenn 
sich in den Kernen bei der Hydrolyse sehr erhebliche Mengen 
von Oxymethylfurfurol bilden wiirden. Wir brauchen hier also 
bloB die Verhaltnisse im Reagenzglase zu _ beriicksichtigen. 

Wir haben oben gezeigt, da8 0,5 mg Thymonucleinsiure 
schon eine intensive Nuclealreaktion in vitro geben, daB aber 
0,5 mg Oxymethylfurfurol unterschwellig sind; also kann auch 
0,5 mg Rohrzucker selbst dann keine Reaktion geben, wenn 
er bei der 4uBerst milden Hydrolyse quantitativ in Oxymethyl- 
furfurol tibergehen wiirde, wovon natiirlich keine Rede sein kann. 

Zur Untersuchung des Verhaltens des Rohrzuckers haben 
wir diesen genau so behandelt wie die Thymonucleinsiure im 
experimentellen Teil. Es wurden also 1 g Rohrzucker in 30 ccm 
Wasser gelést, in die auf 80° erwirmte Lisung 1 ccm 5n- 
Schwefelsiure hineingegeben und 30 Minuten bei 80° gehalten. 
Nach dem Abkiihlen unter der Wasserleitung versetzten wir 
5ccm fuchsinschweflige Siure mit 0,1 com dieser Lésung: 
keine Spur einer Farbung. Das wire im wesentlichen dieselbe 
Ausfiihrung wie bei der Nuclealreaktion.') Wir wissen nicht, 
wie Steudel und Peiser ihre Reaktionen angestellt haben, 
da sie dariiber keinerlei Auskunft geben. Um aber in einem 
fir uns ungiinstigen, fiir Steudel und Peiser giinstigen Sinne 
weiter zu arbeiten, haben wir die Menge der zur fuchsin- 
schwefligen Siure zugesetzten Rohrzuckerlésung auf 5 ccm, 





1) Bei der Nuclealreaktion wurde frither eine Neutralisation der 
Hydrolysenfltissigkeit mit Natronlauge angegeben. Diese Neutralisation 
ist hier ohne Einflu8 (s. u.). 
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also auf das 50 fache, erhéht, ohne irgendeine Fiarbung zu be- 
obachten. Wir haben ferner die Rohrzuckermenge in der 
Hydrolysenflissigkeit von 1 g auf 10 g erhéht und 5 ccm 
fuchsinschweflige Saiure mit 5 ccm Hydrolysenfliissigkeit ver- 
mischt (Vermehrung des Rohrzuckers auf das 500 fache): 
keinerlei Farbung. Wir haben endlich diese saure Rohrzucker- 
lésung nach der Hydrolyse mit Natronlauge bis zur schwach 
sauren Reaktion neutralisiert und 5 ccm dieser Liésung mit 
5 ccm fuchsinschwefliger Siure vermischt: es entstand nach 


etwa 20 Minuten eine ganz schwache rote Farbe. Es wiirde @ 
uns nicht im mindesten bewegen, wenn diese rote Farbe wirk- § 


lich auf eine Bildung von Oxymethylfurfurol zuriickzufiihren 
wire, da, wie oben gezeigt worden ist, die Nuclealreaktion 
gar nichts mit einer Oxymethylfurfurolreaktion ‘zu tun hat, in 
einem ganz anderen Bereiche liegt und auch nicht mit dieser 
verwechselt werden kann; aber die hier beim Rohrzucker be- 
obachtete Rotfirbung ist zweifellos nicht auf eine Bildung 
von Oxymethylfurfurol zuriickzufiihren, denn die Farbe erwies 
sich als bestindig und nahm im verschlossenen Reagenzglase 
im Laufe der nachsten Tage an Intensitaét sogar noch zu, 
wihrend der aus Oxymethylfurfurol und fuchsinschwefliger Saure 
entstehende Farbstoff, wie oben erwihnt, innerhalb einer Stunde 
abblaBt. Die groBe Menge des vorhandenen Zuckers indert hieran 
nichts, denn ein Versuch zeigte uns, daB derartige Mengen Zucker 
den aus Oxymethylfurfurol und fuchsinschwefliger Saure ent- 
stehenden Farbstoff nicht etwa ,,stabilisieren“* kénnen. 
Worauf die Farbstoffbildung zuriickzufiihren ist, kénnen 
wir nicht mit Sicherheit sagen; vielleicht ist sie auf organische 


Sauren zuriickzufiihren, die bei der Hydrolyse des Rohrzuckers | 


entstanden sind, denn der Farbstoff tritt nur bei Verwendung 
von neutralisierten Hydrolysenfliissigkeiten auf, und die 
Salze schwacher organischer Séuren sind haufig imstande, die 
fuchsinschweflige Saiure unter Farbstoffbildung zu zersetzen 
(z. B. Natriumacetat). Auf die Méglichkeit derartiger grober 
Tauschungen, die zu einer falschen Beurteilung fiithren kénnen, 
haben schon Feulgen und Rossenbeck?) aufmerksam ge- 





')R. Feulgen u. H. Rossenbeck, Diese Zs. Bd. 185, S. 214 (1924). 








rea ee rh 1 . ta 


ee a eT 


rm tt wa 8SOloeeekell eee lU.UlUCUC Pll elC eS UlUlCeeelClU Cll 


¥ _~ wae — J | teat ial —_J zat ~*~» 








a7 Vv“ ol 


Uber die fiir die Nuclealreaktion und Nuclealfirbung usw. 13 


macht und zugleich Wege angegeben, sie zu vermeiden. Bei 
Anstellung der Reaktion der fuchsinschwefligen Saure mit kon- 
zentrierten Gemischen ist es daher notwendig, diese mit Mineral- 
siuren vorher anzusiuern, und die Gefahr von solchen Pseudo- 
reaktionen ist um so gréBer, je weniger freie ’ schweflige 
Siure das Reagens enthalt. Es ist daher in Anbetracht der 
leichteren Dosierbarkeit zu empfehlen bei der Herstellung des 
Reagenses von festem reinen Natriumbisulfit auszugehen, und 
aus diesem in der Farbstofflésung mit Mineralsiuren das SO, 
freizumachen. 

Aus dem Gesagten geht hervor, daB eine weitgehende 
Neutralisation, wie wir sie bei der hydrolysierten Rohrzucker- 
lésung ausgefiihrt haben, technisch ein Fehler war. Wenn 
Feulgen und Rossenbeck die Nuclealreaktion so angegeben 
haben, daB dabei die Hydrolysenflissigkeit mit Natronlauge 
neutralisiert wurde, so konnten sie dies deswegen unbeschadet 
tun, weil hierbei nur winzige Mengen (1 Tropfen) der Hydro- 
lysenfliissigkeit zu einem groSen Uberschusse (3 ccm) fuchsin- 
schwefliger Siure zugesetzt wurden, und ein solcher UberschuB 
des Reagenses das beste Mittel gegen Pseudoreaktion ist. Hier 
beim Rohrzuckerversuch aber haben wir gleiche Teile neu- 
tralisierter Hydrolysenfliissigkeit und Reagens vermischt, um 
zu versuchen, mit aller Gewalt eine positive Reaktion auf Oxyl- 
methylfurfurol im Sinne Steudels zu erhalten, denn die Reaktion 
mit fuchsinschwefliger Saiure ist empfindlicher, wenn die Wasser- 
stoffionerkonzentration nicht zu groB ist. 

Von Interesse ist noch ein Vergleich, der so recht die 
quantitativen Unterschiede zwischen dieser Pseudoreaktion 
und der echten Nuclealreaktion zeigt. Um eine Farbung 4hn- 
licher Intensitat und unter ahnlichen Bedingungen hervorzurufen, 
muBten wir die unten beschriebene Lésung der partiell hydro- 
lysierten Thymonucleinsiure auf das tausendfache verdiinnen 
und dann 5 ccm davon mit 5 ccm fuchsinschwefliger Saure 
vermischen. Es befinden sich jetzt etwa 0,12 Milligramm par- 
tiell hydrolysierter Thymonucleins’ure in der Mischung. Bei 
dem oben beschriebenen Rohrzuckerversuch aber waren etwa 
1,2 Gramm vorhanden, also 10000 mal so viel Rohrzucker als 
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Thymonucleinséure bei der Nuclealreaktion. Die Empfindlichkeit 
der echten Nuclealreaktion aber ist eine noch viel gréBere. Hine 
Farbung laBt sich bei der Durchsicht durch die gesamte Schicht. 
héhe noch deutlich erkennen, wenn 0,01 Milligramm Thymo- 
nucleinsiure in Reaktion treten und zwar gelést in 3 com Wasser 
und vermischt mit 3ccm fuchsinschwefliger Saure. Auf dieser 
groBen Empfindlichkeit der Reaktion und auf der Ergiebigkeit 
des entstehenden Farbstofis beruht tiberhaupt die Méglichkeit 
der Nuclealfarbung. 

Auf Grund der mitgeteilten Befunde halten wir nach wie 
vor an der Nuclealreaktion als einer Reaktion sui generis und an 
der strengen Spezifitat der Nuclealfirbung fest und betrachten 
auch weiterhin die Verhiltnisse beziiglich der kohlenhydratihn- 
lichen Gruppen) in der Thymonucleinsaure und ihre Konstitution 
vorlaufig noch als ganz ungeklart. Wir sind uns bewubt, daf 
wir uns im Gegensatz zu den landlaufigen Anschauungen iiber 
die Konstitution der Thymonucleinsiure befinden, aber die Be- 
funde haben diese Stellungnahme erforderlich gemacht. 

Trotz der groBen Spezifitait der Nuclealreaktion und Nucleal- 
farbung gibt es nach unseren bisher vorliegenden Versuchen 
noch einen biologisch wichtigen Kérper, der ebenfalls mit der 
fuchsinschwefligen Saéure unter Bildung eines intensiven und 
sehr ergiebigen violetten Farbstofis reagiert, und der daher 
u. U. mit Nucleinsiuren vom Typus der Thymonucleinsiure — 
wenigstens in mikroskopischen Praparaten und in komplexen 
Gemischen — verwechselt werden kann, namlich das vor kurzem 
von Feulgen und Voit?) im Protoplasma zahlreicher Zellen 


nachgewiesene Plasmalogen, das leicht in einen festen, lipoid- — 


abnlichen Kérper von Aldehydnatur tibergehen kann, welcher 
Stoff Plasmal genannt wurde. Die Reindarstellung des Plas- 
mals ist inzwischen gelungen. Feulgen und Voit haben aber 
zugleich Methoden angegeben, mit denen die Plasmalreaktion 
von der Nuclealreaktion experimentell scharf unterschieden 
werden kann, 





1) Steudel und Peiser geben in ihrer Arbeit an, da8 wir das 
Kohlenhydrat ,,Nucleal“ nennen. Uns ist hiervon nichts bekannt. 
*) R. Feulgen und K. Voit, Pfliigers Arch. Bd; 206, S, 389 (1924). 


In: 
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Herstellung der Lésang von partiell hydrolysierter 
Thymonucleinsaure. 


1 g thymonucleinsaures Natrium werden in 30 com Wasser auf 
dem Wasserbade gelést, in die auf 80° gebrachte Lésung 1 cem 5n- 
Schwefelsiure hineingebracht und 30 Minuten lang auf einer Temperatur 
yon 80° gehalten. Die Lisung wird hierauf sofort unter der Wasser- 


leitung abgekiihlt. 


Bemerkungen zur Darstellung des Oxymethylfurfurols. 


Erst seit einigen Jahren wissen wir aus der griindlichen Arbeit 
Middendofrps') tiber das Oxymethylfurfurol, das dieser Kérper schén 
krystallisiert erhalten werden kann. Man ist also erst seit dieser Zeit in 
der Lage, Oxymethylfurfurol rein darzustellen. Die Darstellung des Roh- 
produktes nimmt auch Middendorp nach der alten Vorschrift von 
Kiermayer’) durch Erhitzen von Rohrzucker mit verdiinnter Oxalsiure- 
lésung im Drucktopfe und Ausschiitteln des KérperS mit Essigester vor. 
Das nach dem Verdampfen des Essigesters verbleibende 01 wird erst im 
hohen Vakuum destilliert und nach Middendorp dann mit fliissiger Luft 
abgekiihlt: beim sehr langsamen Erwirmen findet dann eine Krystalli- 
sation zu einem festen Krystallkuchen statt. 

Wir haben auch ohne Anwendung von fliissiger Luft die Krystalli- 
sation erreichen kénnen, indem wir die im Beginne der Vakuum- 
destillation im Kiihlrohr spirlich sich abscheidenden aber spiter wieder 
verschwindenden Krystalle von Oxymethylfurfurol (die auch Midden- 
dorp beobachtete) unter Unterbrechung der Destillation herauskratzten 
und als Impfmaterial beiseite legten. Erst dann wurde die Destillation © 
fortgesetzt. Da die einzelnen Phasen der Darstellung des Oxymethyl- 
furfurols aus historischen Griinden an verschiedenen z. T. nicht leicht 
zuginglichen Stellen beschrieben sind, so sei hier die none unter 
Beriicksichtigung unserer Arbeitsweise angegeben. 


Darstellung von krystallisiertem Oxymethylfurfurol. 


Eine Liésung von 120 g Rohrzucker, 400 cem Wasser und 1,2 g Oxal- 
siure wird 8 Stunden bei Atm.-Uberdruck (140°) im Drucktopf erhitzt. 
Wir haben diese Portion dreimal angesetzt, man kann aber auch mit 
entsprechend gréBeren Mengen von vornherein arbeiten. Nach dem Ab- 
kiihlen auf 100° Sffmet man den Drucktopf, gieBt die noch siedend heiBe 
tiefbraune Flissigkeit von den schwammig abgeschiedenen Huminstoffen 
ab und neutralisiert die noch heiBe Lésung mit Calciumearbonat. Nach 





1) Middendorp, Ree. trav. chim. des Pays-Bas. 1919, S. 1. 
*) Kiermayer, Chemikerzeitung. Bd. 19, S. 1003 (1895); pgs 
Inaug.-Diss. Basel 1895. 
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einigen Stunden wird filtriert, das Filtrat wiederholt (etwa finfmal) mit 
Essigester ausgeschiittelt, und das Lésungsmittel im Vakuum der Wasser- 
strahlpumpe abdestilliert, wobei zum Schlu8 die Temperatur des Wasser- 
bades zur Entfernung der letzten Reste Essigester und Wasser auf 100° 
steigen kann. Es resultiert eine stark braun gefirbte Fliissigkeit, die 
nunmehr bei einem Druck unter 0,5 mm im Olbade destilliert wird. 
Bei einem Druck von etwa 0,8—0,5 mm und einer Badtemperatur von 
140° ging das Oxymethylfurfurol bei 118—118° als schwach braun ge- 
firbte Fliissigkeit tiber, waihrend im DestillationsgeféB cin tiefbrauner 
ziher Riickstand verblieb. Das Destillat wurde nunmehr ein zweites 
Mal destilliert, beim Erscheinen der Oxymethylfurfurolkrystalle im | 

Destillationsrohr die Destillation unterbrochen, die Krystalle mit einem J 
diinnen Glasstab herausgenommen und dann die Destillation fortgesetzt. | 
Als wir in das zweite Destillat nach Abkiihlen auf 0° die gewonnenen 
Krystalle hineingebracht hatten, erstarrte die Fliissigkeit beim Stehen bei 
0° tiber Nacht zu einem harten Krystallkuchen, der aus farblosen 
Krystallen bestand, die mit einer braunen Mutterlauge durchsetzt waren. | 
Die Krystallmasse wurde zwischen Filtrierpapier so lange unter Ver- 
meidung von Erwiarmung abgepreBt, bis das Filtrierpapier keine braune 
Mutterlauge mehr aufnahm und dann umkrystallisiert. Zur Erzielung eines 
schénen Krystallisates empfiehlt sich die Herstellung von Impfkrystallen 
in folgender Weise: Eine kleine Probe (eine Messerspitze) des Rob- 
produktes wird in méglichst wenig reinem Ather gelést, auf 0° abgekiihlt 
und mit auf 0° abgekiihltem Petrolither, der zuvor auf dem Wasserbade | 
von schweren fliichtigen Bestandteilen abdestilliert war, versetzt: beim 
Reiben krystallisiert ein Teil des Oxymethylfurfurols in lockeren Kry- 
stallen, wiihrend der andere Teil sich fest an der Wand des Glases ansetzt. 
Zur Krystallisation der Hauptmasse wird diese in méglichst wenig reinem 
Ather gelést, die auf 0° abgekiihlte atherische Lésung mit reinem Petrol- 
aither von 0° unter Umriihren so lange versetzt, bis das Oxymethylfurfurol 
sich abzuscheiden beginnt und die Impfkrystalle hinzugegeben. Beim 
Umrihren flockt die kolloidale Triibung in Form von Krystallen aus, und 
die krystallinische Abscheidung wird durch weiteren portionsweisen Zu- 
satz von Petroliither beendet, wobei vor jedem neuen Zusatz das Aus- 
krystallisieren der jedesmal entstehenden kolloidalen Triibung abzuwarten 
ist. Die gewonnene Krystallmasse wird abgesaugt und mit Petrolither 
nachgewaschen. Die Krystalle schmolzen bei 33,5—33,8° zu einer an- 
fiinglich triiben Fliissigkeit, die sich bei 34° véllig kliarte; mingense rp 
gibt einen Schmelzpunkt von 31,5° an. r 














Methylierung von Tyrosin. 
Von 


Emil Abderhalden und Brust Schwab. 





(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Halle a. 8.) 
(Der Redaktion zugegangen am 31, Mai 1925.) 





Beim Suchen nach Methoden, um aus dem Gemisch von 
Umwandlungsprodukten, das bei der Reduktion von Abbau- 
stufen aus Hiwei8 entsteht, Verbindungen einheitlicher Natur 
abzutrennen, haben wir auch die Einfiihrung von Methylgruppen 
in Angriff genommen und znnichst Studien am Tyrosin aus- 
gefihrt. Wir wahlten diese Aminosiure, weil bei den bisher 
aus Kiwei8 isolierten Diketopiperazinen recht haufig Oxyprolin 
als Baustein angetroffen wurde. Es interessierte uns, zu erfahren, 
wie sich die Oxy- und NH-Gruppe bei der Methylierung verhalten. 

Wir haben bei der Methylierung des Tyrosins die folgenden 
Verbindungen erhalten: 


1, O-Methylither des Tyrosinmethylesters: 
O-CH, 


| 
H,-CH-COOCH, 


2. 7 Dimethyl-tyrosinmethylester: 
O * CH, 
NH-CH, ° 
H,- bu. COOCH, 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXLVIII. 2 
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3. Das 2 entsprechende Anhydrid: 
0-CH, 


H,-CH—CO 


7. ">N- CH, . 
"> RE 


CH-CH, 


-CH, 


4, Betain des Tyrosins: 
O-CH, 


e 
ON 


t-o-! 


Of, on, OH, 


Bekanntlich kommt in der Natur das folgende methylierte 


Tyrosin vor?): 


OH 
~ 
= an . CH, . 
H,-CH-COOH 


Es ist Surinamin bzw. Ratanhin genannt worden. 


Experimenteller Teil. 


4g fein gepulvertes d,l-Tyrosin wurden in 300 ccm wasser- 
freiem Ather—Alkoholgemisch suspendiert, und darauf insgesamt 
4g Diazomethan, die in atherischer Lisung in 4 Fraktionen 
unter Schiitteln zugegeben wurden, zur Einwirkung gebracht. 
Mit der erneuten Zugabe des Reagenses wurde immer erst 
fortgefahren, nachdem die anfangs ziemlich lebhafte Gas- 





1) Vgl. tiber seine Konstitution: G. Goldschmiedt, Mon.-H. fir 
Chemie Bd. 38, S. 1879 (1912); E. Winterstein, Diese Zs. Bd. 105, 


S. 20 (1919). 
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entwicklung nachgelassen hatte; es wurde dann noch einige 
Tage im Eisschrank stehen gelassen, wobei dfters umgeschiittelt 
wurde. as iiberschiissige Diazomethan wurde dann im Vakuum 
abgedunstet und die Lésung eingedampft. Es hinterblieb eine 
braune, dlige Masse, die stark alkalisch reagierte und intensiv 
basischen — Pyridin abnlichen — Geruch zeigte. Das Produkt 
war leicht léslich in Wasser, Alkohol, Chloroform; teilweise in 
Ather. Es wurde mit Ather behandelt, das nach dem Ver- 
dampfen des Athers verbliebene Ol wurde der Destillation 
unterworfen, wobei unter 12 mm Hg bei 158° ein schwach 
gelblich gefirbtes, basisch reagierendes Ol iiberging, das sich 
als O-Methylather des Tyrosinmethylesters, 


CH,0-C,H,-CH,: - -COOCH, 
NH, 


erwies. Die Ausbeute betrug 0,4 g. 

Die Substanz gibt bei einigem Erwarmen eine positive 
Millonsche Reaktion; mit Ninhydrin tritt nach langerem Kochen 
Blaufarbung auf. 


Die Analysen gaben folgende Werte: 
0,0969 g Substanz verbrauchten 4,6 cem n/10-H,SQ,. 


8,962 mg , gaben 8,788 mg AgJ. 
Ber. fir C,,H,,0O,N Gef. 
6,70°/, N 6,65°/, N 
29,67 OCH, 29,30 OCH, 


Das salzsaure Salz fallt aus der atherischen Lisung des 


- Esters beim Einleiten von Chlorwasserstoff als dichte voluminése 


Masse aus. Das Salz ist sehr leicht léslich in Wasser, Alkohol 
und Chloroform, unléslich in Ather; es ist sehr hygroskopisch 
und zeigt wenig Neigung zur Krystallisation. Aus Alkohol 
bildeten sich auf Zusatz von Ather nach langem Stehen kugelige 
Krystalle, die schon unterhalb 100° schmolzen. 
Zur Analyse wurde im Vakuum iiber P,O, getrocknet. 
0,0468 g Substanz verbrauchten 1,95 ccm n/10-H,SQ,. 


6,328 mg _sz, gaben 12,487 mg CO, und 3,811 mg H,0. 
Ber. fir ©O,,H,,O,NCl Gef. 
5,709, N 5,84°/, N 
53,75 C 53,60 © 
6,57 H 6,74 H 


9* 
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Der nach Entfernung des »-Methoxyphenylalaninesters 
verbliebene Riickstand wurde in Alkohol aufgenommen und 
mit Tierkohle gereinigt. Das nach Verdampfen des Alkohols 
restierende, zihfliissige Ol gibt positive Millonreaktion und bei 
langerem Erhitzen positive Ninhydrinreaktion; es reagiert stark 
alkalisch. Ausbeute 1,5 g. Nach dem Analysenresultat lag 
eine Dimethylverbindung des Tyrosinmethylesters 

CH,0-C,H,-CH,-CH-COOCH, *) 
NH(CH, 
vor. 


2,483 mg Substanz gaben 5,128 mg AgJ (bei Methoxylbestimmung) 
und 2,758 mg AgJ (bei Methylimidbestimmung). 


Ber. fir C,.H,,O,N Gef. 
27,80°/, OCH, 27,28°/, OCH, 
6,78 CH, an N 7,10 CH, an N 


Die Substanz konnte nicht destilliert werden, da sie beim 
Erhitzen zu einer festen Masse sublimierte. Das Sublimat gab 
keine Ninhydriureaktion mehr, dagegen waren die mit Carbonyl- 
reagenzien (Pikrinsiure, Dinitrostilben, Dinitrobenzoesiure) an- 
gestellten Reaktionen positiv; es hatte sich demnach der Ester 
ins entsprechende Anhydrid 

CH,O-C,E,-CH,-CH—CO 
H,C-N N-CH 
se eta be, 
verwandelt. 

Dieses lést sich in Alkohol, Chloroform, ist unldéslich in 
Ather. Es konnte nicht krystallisiert erhalten werden. Die 
Kjeldahlbestimmung gab folgenden Wert: 

0,0881 g Substanz verbrauchten 1,92 cem n/10-H,SQ,. 


Ber. fiir C,.H,,O,N, Gef. 
7,33°/, N 7,06°/, N 





Sehr viel glatter erfolgte die Methylierung, wenn bei Gegen- 
wart von Wasser gearbeitet wurde. Dabei wurde neben einer 
kleineren Menge des Dimethylproduktes in hauptsichlicher 
Ausbeute das Betain*) erhalten. | 





1) Vgl. J. Herzig u. K. Landsteiner, Biochem. Zs. Bd. 105, 


S. 111 (1920). 
*) Vgl. hierzu auch H. Biltz u. H. Paetzold, Bd. 55, 8. 1066 (1922). 
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Die Suspension von 2 g Tyrosin in 300ccm Ather wurde 
mit einer geringen Menge Wasser versetzt und mit 2 g Diazo- 
methan behandelt. Es trat lebhafte Stickstoffentwicklung ein. 
Nachdem einige Tage stehen gelassen worden war, und die 
Gasentbindung zum Stillstand gekommen war, wurde von neuem 
1g Diazomethan zur EHinwirkung gebracht. Als auf erneute 
Zugabe keine Wirkung mehr zu beobachten war, wurde der 
Uberschu8 von Diazomethan abgesaugt. Der Bodenkérper der 
Lésung bestand aus silberglanzenden Blattchen. Die atherische 
Lésung hinterlieB nach Entfernung des Athers den O-Ather 
des Tyrosinmethylesters; die Ausbeute daran betrug etwa 0,3 g. 
Der in Ather unldsliche Riickstand wurde in warmem Alkohol 
aufgenommen und mit Ather bis zur bleibenden Tribung ver- 
setzt, worauf sich die Substanz beim Erkalten in feinen, weiBen 
Nadelchen abschied. 

Nach den Analysenergebnissen lag das Betain 


CH,0 ® C,H,» CH, * CH . CO 


Led 
(CH,),N——O 
vor. 
Molekulargewichtsbestimmung: 
Angewandt: 7,5 mg Betain, 85,4 mg Campher ergaben eine Er- 
niedrigung von 15°. 


Ber. fiir C,,H,,O,N Gef. 
237,16 234 
0,1210 g Substanz verbrauchten 5,21 ccm n/10-H,SQ,. 
5,682 mg _—sés, gaben 13,530 mg CO, und 4,197 mg H,O. 
2,985mg  ,, » 12,123 mg AgJ. 
Ber. fiir C,,H,.O,N Gef. 
5,91°/, N 6,08°/, N 
65,78 C 65,32 C 
807 H 834 H 
Gesamt-CH,-Gehalt: 25,38 25,98 


Das Betain ist sehr leicht léslich in Wasser, leicht léslich 
in Alkohol, Chloroform, unléslich in Ather; es schmilzt bei 
222° unter Zersetzung. Die Substanz gibt die Millonsche 
Reaktion, wahrend die Ninhydrinreaktion auch bei sehr langem 
Erhitzen negativ ausfallt. 

Das salzsaure Salz, das durch Abdampfen der Base mit 
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verdiinnter Salzsiure auf dem Wasserbade gewonnen wurde, 
stellte zunichst eine sirupése Masse dar, die nach mehrstiindigem 
Stehen in kleine rosettenférmig angeordnete Nadeln iiberging. 
Leicht léslich in Wasser, Alkohol; unldslich in Ather; es 
schmilzt bei 107° 
0,0788 g Substanz verbrauchten 2,8 cem n/20-H,SO,. 
Ber. fir O,,H,,0,NCI Gef. 
5,12°/, N 5,01°/, N 
Platinsalz. Die alkoholische Lésung von 0,2 g Betain 
wurde mit iiberschiissigem Platinchlorid, in Alkohol gelést, 
versetzt. Nach lingerem Stehenlassen krystallisieren aus der 
Lésung quadratische Tafeln aus, die sich bei 232° unter 
Schwarzfarbung zersetzen. Die Analyse stimmte auf die Ver- 
bindung | 
CH,0-C,H,-CH,-CH-CO, PtCl, 
| (CH)N—O 8 
0,0578 g Substanz gaben 0,0198 g Pt. 


Ber. fiir C,,;H.,0,N - PtCl, Gef. 
84,089/, Pt 34,26°/, Pt 
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Co-Zymase. VII. 
Von 


Hans vy. Euler und Ragnar Nilsson. 
Mit 5 Figuren im Text. 





- (Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitit Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 6, Juni 19265.) 


1. Zeitlicher Verlauf der CO,-Entwicklung durch Trockenhefe. 


Verfolgt man den zeitlichen Verlauf der alkoholischen 
Garung durch Trockenhefen in reinen, phosphathaltigen Zucker- 
lésungen, so beobachtet man, dab die Garung bis zum Ver- 
brauch des gréBten Teils des Zuckers mit konstanter Ge- 
schwindigkeit verliuft und dann nur sehr langsam weiter 
fortschreitet.’) Die Fig. 1 zeigt eine derartige typische 
Garung. i 

Nun ist zwar keineswegs die Glucosemenge, welche sich 





1) Was den Umstand betriffit, daB da/di wenigstens im ersten 
Drittel (oft noch linger) der Garung = konst. ist, wihrend zu erwarten 
wire, daB da/dt = konst. (a — x) ist, so ist dieser Verlauf durch den 
Umstand bedingt, da8 bei nicht allzu groBen Uberschiissen von Substrat 
oder von Zymasesystem die Konzentration der aktiven Molekiile Zymase- 
system-Substrat wihrend der Girung konstant bleibt, bis ein groBer 
Teil des Substrates verbraucht ist. In dieser Hinsicht kann auf die 


_ Analogie mit der eingehenden, studierten enzymatischen Inversion hin- 


gewiesen werden. Wiahrend aber bei der enzymatischen Inversion die 
Reaktionsprodukte in Bindung mit dem Enzym verbleiben [vgl. Euler, 
Diese Zs. Bd. 143, S. 79 (1925)] erfahren die primaren Spaltprodukte der 
Girung weitere Veriinderungen und das eine Endprodukt scheidet tiber- 
haupt aus der Lisung aus. | 
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aus der Differenz des angewandten Zuckers und des in Alkohol 
und COQ, gespaltenen Zuckers berechnet, quantitativ und un- 
verandert in der Lésung iibrig.') Vielmehr kann, je nach den 
Umstanden ein Teil in Glykogen oder in andere Reservekohle- 
_ hydrate tibergegangen sein, ein Teil 
pany kann als Mono- und Di-Zymophosphat 











a } vorliegen und schlieBlich sind die Uber- 
giinge der Glucoseformen ineinander 

s in Betracht zu ziehen, besonders das 
§ intermediare Auftreten der Bioglucose 
! - (Euler u. Myrback, Sv. Kem. Tidskr. 


1925); somit stehen der exakten ki- 
netischen Durcharbeitung des Garungs- 
verlaufs noch Schwierigkeiten entgegen. 
A Immerhin erschien es uns in 
va RP fc —©6exster Linie notwendig, uns davon zu 
iiberzeugen, ob und in welcher Weise 
sich die Konzentration und die Wirk- 
samkeit der Co-Zymase wihrend oder durch die Girung andert.’) 
Die Regulierung der Girkraft der Hefe durch die Co-Zymase 
ist namlich, wie wir friiher hervorgehoben haben, der Spezialfall 
eines allgemeineren Reaktionsmechanismus in lebenden Zellen 
und Geweben und macht sich besonders auch beim Kohlehydrat- 
abbau im Muskel geltend. Es war also zu fragen: Wird durch die 
Garung Co-Zymase gebildet oder verbraucht und, falls letzteres 
zutrifft, geschieht dieser Verbrauch reversibel oder irreversibel ? 


1) Harden u. Young, Chem. Ber. 37, 8. 1067 (1904); Euler u. 
Johansson, Diese Zs. Bd. 76, 8. 347 (1911). 

*) Nachdem durch die Untersuchungen von Euler und Myrbick 
nachgewiesen worden ist, da8 die Phosphorylierung diejenige Teilreaktion 
der alkoholischen Girung darstellt, fiir welche die Mitwirkung der Co- 
Zymase erforderlich ist [Ruler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 139, 8.15 
(1924)] muB die Co-Zymase (Co-Phosphatese) fiir die Kinetik der Phosphory- 
lierung der Zymohexosen eine wichtige Rolle spielen. Aus dem Umstand, 
daB die enzymatische Phosphorylierung der Phosphatkonzentration an- 
genihert proportional verliuft, wird es wahrscheinlich, da® das Phosphat 
von der Phosphatese nur mit geringer Affinitit gebunden wird, oder 
daB die Phosphorylierung als bimolekulare Reaktion zwischen einem 
aktivierten Kohlehydratmolekiil und Phosphat verliuft. 




















Fig. 1. 
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Versuche. 


Za samtlichen Versuchen wurde das jgleiche Trocken- 
praparat unserer Unterhefe H verwendet, welches etwa 2 Mo- 
nate friiher in der bekannten Weise durch Lufttrocknen her- 
gestellt worden war. : 

Die Frage, welche Verinderung die Co-Zymase bei der 
Garung erfahrt, suchten wir in folgender Weise zu beant- 
worten: 

Garversuche wurden mit ausgewaschener Unterhefe H und 
Glucose angestellt. Die fiir jeden dieser Garversuche ver- 
wendete Menge Co-Zymase wurde entnommen 
teils einer Suspension von Trockenhefe in Wasser (Susp.-W.), 
teils einer Suspension von Trockenhefe in 6,7°/, Glucoseliésung 
(Susp.-G1.). : 

Diesen Suspensionen wurden nach gewissen Zeiten Proben 
entnommen, in welchen die Gairungsenzyme, aber nicht die Co- 
Zymase durch Erhitzen zerstért wurde. Verinderungen des 
Gehaltes an wirksamer Co-Zymase, welche die Trockenhefe 
bei der Aufbewahrung in Wasser oder in Glucoselésung erfuhr, 
muBten sich bemerkbar machen durch die Anderung der 
durch abpipettierte Suspensionproben ausgeiibten aktivierenden 
Wirkung. : 

Zur Messung der Co-Zymasewirkung dieser Proben wurden 
Mikrogiérungen mit ausgewaschener Trockenhefe vorgenommen, 
wobei wir uns der von Myrbiack ausgearbeiteten Mikrogir- 
methodik bedienten. 

Die Versuche gestalteten sich also folgendermaBen: 10 g 
Trockenhefe in 50 com Wasser bzw. 75 com 6,7°/, iger Glucose- 
lésung suspendiert und bei Zimmertemperatur gehalten. Nach 
gewissen Zeiten wurden diesen Suspensionen Proben entnommen, 
auf dem Wasserbad bei 80° 10 Minuten lang erhitzt und 
hierauf filtriert. Von diesen Filtraten wurden 0,5 cem zu 
je einer Mikrogirung mit ausgewaschener Trockenhefe ver- 
wendet. 

Man findet die Ergebnisse in den Tab. 1 und 2 und in 
den diesen entsprechenden Fig. 2a und 2b. 
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Versuch 1. Temp. 30°. 





! 














bere = eem CO, in peantien 
Stunden OS <b 4 1,5 9 
"Iie 2,5 (Pe 9,1 9,9 
: 2,1 6,5 9,3 10,2 
. 2,4 6,9 9,5 10,4 
° 1,8 6,2 9,0 10,0 
. 2,0 6,6 9,2 10,2 
24 1,6 5,8 8,2 9,0 














Versuch 2. Temp. 30°. 




















— cem CQ, in Stunden 

Stunden ost 0,75 | 1,25 | 1,75 | 2,25 | 2,75 | 3,25 | 3,75 
1/4 59,8 | 1,9 | 51 | 7,7 | 98 | 9,9 | 10,9 | 11,5: 

1 43,9 | 21 | 51 | 7,7 | 9,8 | 9,91 11,0] 11,6 § 
2 81,8 | 22 | 5,1 | 76 | 98 | 10,1 | 11,1 | 11,8 
4 <10 22 | 5,1 | 7,7 | 94 | 10,2 | 11,1 | 11,8 
6 0 1,9 | 4,8 | 7,5 | 9,8 | 10,8 | 11,1 | 11,8 
8 — | 1,6 | 41 | 65 | 82 | 911 9,9 | 105 
21 98,9 | 1,8 | 41 | 62 | 7,8 | 8,7 | 9,7 | 10,4 
28 91,6 | 1,8 | 41 | 61 | 7,7 | 8,5 | 9,5] 10,1 
Ohne Co-Zymase — 0,2 | 0,2 | 02 | 02 | 05) 05] 0,6 























In der zweiten Spalte dieser Tabelle sind die Reduktions- 
werte angegeben, welche zu den nebenstehenden Zeiten in der 
Vorbehandlungsliésung erhalten wurden; aus diesen Zahlen ist 
also der Verlauf der Girung in der Vorbehandlungslésung zu 
entnehmen. Da bereits nach 8 Stunden der Zucker verschwunden 
war, wurde nochmals Zucker zugesetzt, um einen eventuell zu 
beobachtenden Einflu8 der Garungsprodukte auf die Co-Zymase 
starker hervortreten zu lassen. | 

Aus beiden Tabellen, und noch deutlicher aus den ent- 
sprechenden Figuren wird ersichtlich, daB sich der Verlauf 
der Garung (com CO, per Zeiteinheit) mit der Vorbehandlungs- 
zeit nicht andert, weder wenn die Vorbehandlung in Wasser 
noch wenn sie in Glucose geschehen ist. 
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Durch die Girung selbst wird also die Co-Zymase 
nicht beeintrachtigt, ebensowenig wie durch 24stiin- 
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diges Verweilen der vorher getrockneten Unterhefe in 
Wasser. Die Versuche an Oberhefe sind noch zu erginzen. 


Versuche 38 und 4. 


Sowohl in Fig. 1 als in Fig. 2 fallt auf, daB etwa vom 


zweiten Drittel der Reaktion an (insgesamt kénnen aus dem 
vorhandenen Zucker 27 ccm entwickelt werden) die Garungs- 
geschwindigkeit abnimmt. Wir untersuchten, ob diese Er- 
scheinung mit einer Abnahme der wirksamen Co-Zymase zu- 
sammenhangt. 
4 Proben von der Zusammensetzung: 
1g Hefe 
0,5 g Glucose — 
2 cem 10°%/,iger PO,-Lésung 
‘8 com Wasser 
Nach 40 Minuten Girung wurden zu je zwei der Proben 
je 2 ccm eines kraftigen Co-Zymasepriparates zugesetzt. 


Pu = 6,3 ° 








ccm CO, in Minuten 





0 | 10 | 20 | 80 | 40 |: 50! 60 | 75 | 105 






































ant 4,1 | 20,8 | 87,5 | 49,1 | 58,1 | 66,8 | 73,1 | 81,9 | 92,6 
Co-Zymase- ‘ : ’ 
fies fore 8,6 | 20,8 | 38,0 | 49,6 | 58,2 | 67,0 | 73,4 | 82,4 | 92,4 
Ohne 2,6 | 19,6 | 36,7 | 48,5 | 57,4 | 65,0 | 71,9 | 81,7 | 92,8 
Co-Zymase- : , 
ts ser 8,1 | 20,1 | 87,8 | 49,0 | 57,8 | 65,2 | 71,8 | 81,7 | 92,8 


Die Zahlen der obigen Tab. 3 zeigen, dab der Zusatz vou 
Co-Zymase ohne EinfluB auf die CO,-Entwicklung ist. Das 
Abfallen der Kurven in diesem Versuch beruht also nicht auf 
einer Verminderung der Co-Zymase in der girenden Mischung. 

Zum Versuch 4 wurden 2g Trockenhefe in 5 com 10°/,- 
iger PO,-Lésung unter Zusatz von Zymophosphat und von 1 ¢g 
Glucose suspendiert; p,, = 6,3. | 

Zu 5 com dieser Suspension 

5 ccm Co-Zymaselésung, entsprechend 0,1 com Kochsaft. 

Nach 3 Stunden Garung wurde zu jeder Probe 1 ccm Co- 

Zymaselésung zugesetzt, entsprechend 0,1 com Kochsaft. 
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0,5 +: 1 48 >) ais 3,5 4 4,5 





ony io | 14 | is 


| 2,1 | 22 | 29 | 32 | 32 
06 | 18 | 18 | 21 


28 | 28 | 80° | ee 7 oA 


Diese Zahlen und noch besser ihre (hier nicht reprodu- 
zierte) graphische Darstellung zeigen, daB in der dritten Garungs- 
stunde die Garungskurve abfallt, aber unmittelbar nach dem 
erneuten Zusatz von 1 ccm Co-Zymaselésung wieder wesentlich 
ansteigt. Die urspriinglich zugesetzte Co-Zymasemenge hat 
also die Girfaihigkeit der Apozymase nicht auf der anfing- 
lichen Hohe halten kénnen; sie ist irgendwie verbraucht worden 
und wird durch den erneuten Co-Zymasezusatz wieder ersetzt. 

Der Sicherstellung dieser, wie wir meinen, bemerkens- 
werten Tatsache ist der folgende Versuch gewidmet. 























Versuch 5. 


Die Hefensuspension S wurde hergestellt aus: 
12 g ausgewaschene Trockenhefe H, 
30 cem 10°/, ige PO,-Lésung, Zymophosphat } py = 6,3. 
6 g Glucose 


Garmischungen: 


a) 5cem S + 5 com Wasser; 3 

b) 5 ccm S + 5 cem Co-Zymaselésung = 0,2 ccm Kochsaft, 
c) 5cem § + 5 ccm a" = 0,5 cem ” » 
d) 5cem § + 5 ccm Fe =5,0cem 5 ;» 


e) 1ecm S + 1 ccm Wasser, 
f) 1eem S + 1 com Co-Zymaselésung = 0,2 com Kochsaft. 


Zum Versuch b wurde nach 5 Stunden noch 0,2 ccm Koch- 
saft zugesetzt. 

Die Ergebnisse findet man in der Tab. 5 und in Fig. 3. 

Durch diesen Versuch 5 wurde also das Ergebnis des Ver- 
suchs 4 durchaus bestiitigt. Wie besonders deutlich aus der 
Fig, 3 hervorgeht, wird das Abfallen der Garungskurve im 
Versuch b durch Zusatz von weiteren 0,2 com Kochsaft auf- 
gehoben, die Kurve steigt also wieder stirker an. 
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3 Mm £ es Sor Ss S 
ecm CO,. Temperatur 30° Fig, 3. 
5 com Hefensuspension + 1 ccm Hefensuspension + 
b c d Ae 
Stunden 5 cem Co- 5 cem Co- 5 eem Co- e 1 cem Co- 
5 eem Wasser Zymasel, = Zymasel. = Zymasel. = 1ecm Wasser j| Zymasel. = 0,2 ccm 
0,2 cem Kochs. | 0,5 eem Kochs. | 5 cem Kochs. Kochsaft 
0,5 03 | 08 1,0 1,0 2,2 19 | 140 | 148 0,2 0,2 1,0 1,0 
1 0,5 0,5 2,2 2,2 5,4 5,1 | 84,4 | 84,8 0,2 0,2 2,6 2,7 
1,5 0,7 0,8 8,1 3,8 9,8 8,9 | 45,6 | 46,0 0,2 0,2 4,0 4,2 
2 1,0 1,0 3,8 4,1 12,7 | 122 | 51,6 | 52,2 0,8 0,3 5,0 5,8 
2,5 1,1 1,2 4,5 5,0 | 16,7 | 15,9 | 57,0 | 57,4 0,3 0,8 6,0 6,8 
8 1,8 1,4 5,8 5,9 | 19,9 19,1 62,2 | 62,6 0,4 0,3 6,8 7,1 
3.5 1,5 1,5 5,6 6,5 | 221 | 228 | 67,6 | 68,8 0,5 0,4 1,4 7,8 
4 1,5 1,6 6,0 1,1 | 25,8 | 25,2 | 71,6 | 72,0 0,6 0,5 8,0 8,3 
4,5 1,6 1,6 6,2 1,7 | 97,8 | 27,7 | 78,7 | 18,8 0,6 0,5 8,6 8,9 
5 1,7 1,6 6,6 8,2 | 80,6 | 308 | 160 | 16,5 0,7 0,5 9,0 9,4 
5,5 1,8 1,7 1,1 94 | 326 | 822 | 79 | 78.6 0,8 0,6 9,4 9,7 
6 1,8 1,8 8,8 11,2 | 34,7 | 344 | 798 | 808 0,9 0,8 9,8 10,2 
6,5 2,0 2,0 9,7 12,7 36,8 36,1 81,9 82,2 0,9 0,8 10,4 10,6 
a) 90 90 
theor. 188 138 
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Man sieht aus der gleichen Figur (Kurven ¢ und /), sowie 
aus der Tabelle (Versuch a), daB sich dieses Abfallen der 
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Kurve mit fortschreitender Girung nur geltend macht, wenn 
verhaltnismaBig wenig Co-Zymase von vornherein anwesend 
ist, wenn sich also die Co-Zymase gegeniiber der Apozymase 
im UnterschuB befindet. 


Versuch 6, 


Um zu entscheiden, ob die Verminderung der Aktivitit 
von Co-Zymase durch bei der Garung auftretende Stoffe oder 
durch Stoffe, die bereits in der Hefe vorhanden sind, verursacht 
wird, wurden folgende Versuche gemacht. 


6g ausgewaschene Hefe, 15 ccm 10°/,ige Phosphatléisung, Zymophosphat 
Pu = 6,3. 


Die au ae Garungsmischungen (Tab.) verwendeten 5 ecm 
Co-Zymaselésung entsprechen 0,2 ccm Kochsaft. 
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cem CO,. Temperatur 30°. 




















5cem Suspension + 
Stdn. a b ¢ 

5 com Wasser 5eem Co-Zymaselsg.| 5cem Co-Zymase- 

+ 0,5 g Glucose + 0,5 g Glucose lésung 
0,5 0,7 0,8 2,2 2,1 2,1 2.6 
1 1,1 1,2 8,4 3,8 3,2 8,9 
1,5 1,2 1,4 4,0 3,9 4,2 4,8 
2 1,5 1,1 4,6 4,5 5,5 6,2 
2,5 1,6 1,7 5,1 4,9 7,0 1,1 
3 1,7 1,8 5,2 5,1 8,2 8,8 
8,5 1,6 1,8 5,4 5,2 9,5 10,0 
5,5 1,4 1,6 5,4 5,4 10,9 11,7 




















Die auffallende Erscheinung, daB die Garmischung ohne 
Glucosezusatz so viel CO, entwickelt, wie der Versuch c an- 
zeigt, riihrt, wie besonders gepriift wurde, von der Selbstgiarung 
her, also vom Gehalt der Trockenhefe an Glykogen (und ver- 
wandten Stoffen). 

Wegen der hier eintretenden Selbstgirung konnte also 
die Frage, welche diesen Versuch veranlaBt hat, nicht beant- 
wortet werden. 

Was die Deutung des Ergebnisses der Versuche 4 und 
besonders 5 betrifft, so nehmen wir an, daB es sich um eine 
(reversible) Bindung der Co-Zymase an einen Bestand- 
teil der Hefe handelt. 

Wird die Hefesuspension erhitzt, so wird die Co- 
Zymase wieder in Freiheit gesetzt. 

Uber die Art dieser Bindung kénnte bis jetzt nur der 
Umstand einen Anhaltspunkt geben, daB dieselbe nicht augen- 
blicklich eintritt, sondern langsam; unter unseren Versuchs- 
bedingungen tritt die Bindung etwa von der 3. Stunde an zutage. 

Ks braucht kaum hervorgehoben zu werden, daB maz 
unter Beriicksichtigung von Hemmungskérpern noch zu anderen 
Deutungen der besprochenen Kurven kommen kann; dageget 
halten wir die Annahme, daB es sich hier um eine Schwichung 
des enzymatischen Teiles der Zymase handelt, mit unsered 
Ergebnissen (Versuchen 1 und 2) nicht vereinbar. 








en 


en. 
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2, CO,-Entwicklung der getrockneten Unterhefe H aus Glucose 


und aus Brenztraubensiure (Neuberg- Quotient). 


Die Brenztraubensiure war ein Kahlbaumsches bei ver- 
minderten Druck destilliertes Priparat. Das Hefenpraparat war 
das gleiche wie das zu den Versuchen des 1. Abschnitts verwendete, 

Wie schon Neuberg’) in einer seiner grundlegenden 
Arbeiten tiber Carboxylase angegeben hat, ist die Co-Zymase 
zur enzymatischen Spaltung von Brenztraubensaure nicht er- 
forderlich und sie wird durch dieses Co-Enzym nicht be- 
schleunigt.”) Dies ist eine der Ursachen, welche die Spaltung 
der Brenztraubensiure in Acetaldehyd und CO, zum einfachsten 
und tibersichtlichsten der von der Hefe ausgelésten Spaltungs- 
reaktionen machen Stérungen, wie im Tierorgan spielen keine 
Rolle. 

Die von der Co-Zymase befreite Hefe kann durch ihre 
Wirksamkeit gegen Brenztraubenséure geradezu charakterisiert 


werden, wie dies durch Euler und Karlsson?) geschehen ist. 


Versuch 7a. 


Suspension 8: 6 g ausgew. Hefe in 15 com Wasser. Konzentration der 
Pyrovinatlésung 0,115 n. py=4,5. Temperatur 18°. 











5cem 4°%,ige PO,-Lisung + 














Min. 5 cem 8 + 5 cem/3 ecm § + 2cem|1 ccm 8S + 4eem 
5 com 8 + Pyrovinat- H,O + 5eem | H,O + 5cem 

Pacem. Waser lésung _—| Pyrovinatlésung}|Pyrovinatlésung 
5 0,2 4,7 3,5 2,2 
10 0,4 6,1 4,5 2,7 
20 0,3 1,8 5,9 3,6 
30 0,2 8,2 6,8 4,3 
45 0,2 8,5 1,4 4,6 
60 0,2 8,3 1,7 4,8 
1400 2,7 8,3 8,0 6,7 
cotheor. 18,8 18,8 13,8 




















1) Neuberg, Biochem. Zs, Bd. 51, S. 141 (1918). Siehe auch 
Euler u, Karlsson, a.a.0.; ferner Neubergs u. Karezags Mitt. aber 
luckerfreie Hefegirung“ in der Biochem. Zs. Bd. 86 u. 87 (1911). 

*) Euler u. §. Karlsson, Biochem. Zs. Bd. 130, 8.550 (1922); 
sieche auch Lindberg, Biochem. Zs, Bd. 182, S. 110 (1922). 
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Die Trockenhefe ist hier offenbar im UberschuB vorhanden 
gewesen; im folgenden Versuch wurden daher andere Konzen. 
trationsverhiltnisse gewahlt. 


Versuch Th. 
Suspension 8: 4g ausgew. Hefe + 20ccm Wasser. Konzentration der 
Pyrovinatlisung 0,50n. Temperatur 21°. 

















5eem 4°%/,ige PO,-Lésung 
Min. 5eem S§ + 5cem | 5eem § + 5cem ddr adled: eo 
A + 5cem Pyrovinat- 
Wasser Pyrovinatlésung lésung 
10 0,2 | 4,5 | 2,5 
20 0,2 6,7 | 4,2 
30 0,2 8,1 5,0 
40 0,2 10,0 6,0 
50 0,2 11,1 6,9 
60 0,2 12,9 7,8 
15 ‘oe 14,0 8,2 
90 0,2 15,2 9,2 
1400 1,6 18,5 15,0 
co theor. 60 60 











Kin vierter Versuch wurde mit 1ccm 8 + 4ccm H,0 + 
5ccm Pyrovinatlésung angestellt; die entwickelten CO,-Mengen 
waren aber hier viel kleiner als der Proportionalitat mit der 
angewandten Hefe entsprechend. 

Aus den beiden letzten Spalten ergibt sich eine angeniherte 
Proportionalitat zwischen Hefenmenge und Spaltungsgeschwindig- j 
keit. Die erhaltenen Werte reichen noch nicht hin, um die 
Konzentrationsgrenzen zu ermitteln, bei welcher die Spaltungs- 
geschwindigkeit von der Pyrovinatkonzentration unabhingig 
wird, bei welcher also gerade das ganze Substrat bzw. das 
halbe Substrat an das Enzym gebunden ist, woraus die Affinitits- 
konstante Ky mit einiger Annaherung ermittelt werden kann.’ 
Die Ermittlung dieser Konstanten interessiert uns um so melr, 
als sie bis auf weiteres im Gebiet der Girungsenzyme die 
einzige der direkten Ermittlung zugingliche ist; bei den Teil- 





1) Vgl. Euler u. Myrbiick, Diese Zs, Bd. 124, S. 159 (1922). 
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0 enzymen der Zymase ist die Affinitét der Co-Enzyme an den 
n- & Gleichgewichten in unbekannter Weise beteiligt. 


3, Garkraft und Auswaschbarkeit verschiedener Trockenhefen. 
Zu jedem Versuch wurde angewandt: 


0,2 g Trockenhefe + 2 cem Lésung von der Zusammensetzung: 1 g Glucose 
+5 ccm 10°%/,ige PO,-Lésung + 15 cem Wasser ppg = 6,3. 


In die folgende Tabelle sind aufgenommen: 


er 


iH 




























































































9 TM unterhefe H der St. Eriksbrauerei in Stockholm; untergirige Bierhefe 
g der Léwenbrauerei, Miinchen. cem CO,. Temperatur 80°. Fig. 4. 
A Untergirige Bierhefen Brennereihefe 
Min. : ; 
‘ m , Institut fiir | Institut fiir 
St. Erik | Léwenbrau | Schultheiss Garungsgew. | Garungsgew. 
30 | 60] 5,2] 48] 7,6] 52] 54] 61] 50] 54] 6,4 
50 | 11,8! 11,5 | 18,2 | 15,8 | 12,5 | 12,7 | 15,2 | 18,5 | 12,9 | 18,6 
60 | 18,6 | 13,5 | 15,6 | 17,0 | 14,6 | 14,9 | 19,5 | 17,6 | 15,2 | 15,5 
70 {14,8 | 14,7 | 17,0 | 18,5 | 15,7 | 16,0 | 20,4 | 19,5 | 16,4 | 16,8 
90 | 16,6 | 16,7 | 19,5 | 21,0 | 17,6 | 17,8 | 20,9 | 20,1 | 18,5 | 18,8 
~ 
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Fiir zahlreiche Sendungen derselben sind wir Herrn Prof. Han; 
Fischer, Mimchen, zu aufrichtigem Dank verpflichtet. Untergiirige 
Bierhefe der Schultheissbrauerei, Berlin, untergiirige Bierhefe des Instituts 
fiir Girungsgewerbe, Berlin, Brennereihefe (M) des Instituts fir Girungs. 
gewerbe, Berlin.’) 

Brennereihefe M: 2g Trockenhefe wurden mit 100 ccm 
Wasser 1 Stunde geschiittelt, abzentrifugiert und im Zentri. 
fugenrohr mit je 75 ccm Wasser 4mal gewaschen. Die ab- 
zentrifugierte Hefe wurde in 10°/,iger Phosphatlésung suspen, 
diert (5 ccm), die 1 g Glucose enthielt. 


Mikromethode. ccm CO,. Temperatur 30°. Fig. 1, S. 2. 























cem Co-Zymasepriparat 
Minuten Ohne Co-Zymase 
0,1 0,05 0,02 

30 4,8 4,3 4,0 4,1 8,9 
45 8,1 8,0 7,8 1,6 1,6 
60 11,9 11,7 11,4 11,2 11,2 
15 15,9 15,6 15,4 15,2 15,1 
86 17,8 17,8 17,1 16,6 16,7 
90 17,4 17,4 17,2 16,7 17,0 
105 17,6 17,6 17,5 16,9 17,2 
120 11,7 17,7 17,6 17,0 17,4 











Die theoretisch zu erwartende CO,-Menge ist etwa 27 ccm. 


Das benutzte Co-Zymasepraparat war ein Hefeextrakt von 


ACo = 1890. Aktivitaét 44 com CO, in der Stunde per 1 ccm 
Praparat. Wie ersichtlich, ist nach griindlichem Auswaschen 
Co-Zymase noch im UberschuB vorhanden. 


Untergiirige Bierhefe des Instituts fir Girungsprobe. Mikrogirung. 
































Minuten 45 75 105 185 165 
0,1 cem Co-Zymase | 1,4 | 8,8 6,2 | 8,5 10,5 
Ohne ‘ 0,8 1,2 2,2 3,2 4,2 





1) Die drei letztgenannten Hefen wurden vom Institut f. Girungt & 
gewerbe durch freundliche Vermittlung von Herrn Dr. Haehn bezoget 
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Untergirige Bierhefe der Schultheissbrauerei. Mikrogirung. 





























—_——_——— end 
Minuten 45 60 90 | 120 | 155 195 

0,1 com Co-Zymase| 0,2 | 18 | 36 | 86 72 | 92 

Obne ‘ oo | 00 | of Ff op ft o@ 7 14 














Es ist bemerkenswert, daB die Girkraft der getrockneten 
Brennereihefe M des Instituts fiir Girungsgewerbe derjenigen 


| vou Unterhefen, wie z. B. unserer Unterhefe H nicht nachsteht. 


Bis jetzt liegt auffallenderweise noch keine systematische 


| Untersuchung dariiber vor, wie sich die Giarkraft der ver- 
| schiedenen Hefen auf ihren Gehalt an Zymase und an Co- 


Zymase verteilt. An Oberhefen sind solche Untersuchungen 
schwerer auszuftiihren, bei Unterhefen ist es durch die Aus- 
arbeitung der Methodik mit ausgewaschener Hefe (Myrback) 
verhailtnismaBig einfach geworden, nunmehr eine diesbeziigliche 
fir die Kenntnis der Hefen und der physiologischen Garungs- 
vorgange wichtige Untersuchung in gréBerem MaBstab vor- 


zunehmen. Dadurch wird es auch méglich, die Frage nach 


der Enzymbildung in der Hefe und ihrer Regeneration mit 
exakterer Methodik wieder aufzunehmen, als dies friher még- 
lich war.") In letzterer Hinsicht sei iibrigens auf die inter- 
essanten Gesichtspunkte iiber Zymasebildung verwiesen, welche 
vor einiger Zeit F. Hayduck u. H. Haehn?) besprochen haben. 

Was den enzymatischen Anteil des Zymasesystems be- 
trifft, so hat sich die Arbeitshypothese*), daB die Zymase der 
lebenden Hefen ganz oder zum gréBten Teil an das Proto- 
plasma gebunden ist, bereits mehrfach als fruchtbar erwiesen.‘) 
Nach den Fortschritten des letzten Dezenniums ist vielleicht 
nunmehr der Zeitpunkt gekommen, die in dieser Hinsicht 
maBgebenden Bedingungen weiter auszuarbeiten. Gehen wir 
davon aus, daB die Zymase am Plasma entsteht und zuniichst- 





1) Vgl. Euler u. Johansson, Diese Zs, Bd. 84, 8. 97 (1913; 
Kullberg, Diese Zs. Bd. 92, S. 340 (1914). 

*) Hayduck u. Haehn, Biochem. Zs. Bd. 128, 8. 568 (1922). 

*) Euler u. af Ugglas, Diese Zs. Bd. 70, S. 279 (1910). 

*) Vgl. die zitierte Arbeit von Hayduck u. Haehn, ferner 
Sobotka, Diese Zs. Bd. 134, S. 1 (1928/24); Bd. 145, S. 91 (1925). 








A 


| 
| 
: 
; 
: 
i 
: 




















38 Hans vy. Euler und Ragnar Nilsson, 


am Plasma gebunden bleibt, bis sie entweder aus physio. 
logischen Ursachen (Uberproduktion, Anomalititen im Stick. 
stoffumsatz) oder durch kiinstliche Hingriffe (Vergiftung, Er- 
hitzung, Entwasserung) vom Plasma getrennt wird, so muf in 
der Folge versucht werden, die urspriingliche Arbeitshypothese 
in dem Sinne zu prizisieren, daB die Zymase nicht als Hinheit 
aufgefaBt wird, sondern daB ihre einzelnen Bestandteile unter 
verschiedenen Umstinden mehr oder weniger unabhingig von- 
einander in Freiheit gesetzt werden kénnen. 

Dieser Umstand, der bisher in den Hintergrund getreten 
ist und in den Arbeiten dieses Laboratoriums nicht besonders 
betont wurde, hat bisher die Priifung des Zusammenhanges 
zwischen der enzymatischen Wirkung von Hefepriparaten und 
der Ablésung der Phosphatese, Carboxylase usw. erschwert. 

Wie die Giarkraft der Hefe zahlenmaiBig von den einzelnen 
Faktoren abhingt, entzieht sich gegenwartig der Berechnung. 
Proportionalitét zwischen Garwirkung und Menge Apozymase 
oder Co-Zymase kann nur erwartet werden, wenn in ersterem 
Fall Co-Zymase, in letzterem Apozymase im Uberschuf8 vor- 
handen ist. Wir haben anzunehmen, daB auch hier wie bei 
den einfacheren hydrolytischen Enzymen das Substrat sich mit 
den Katalysatoren und Co-Enzymen zu aktiven Molekiilen ver- 
bindet und es kommen fiir die Konzentration dieser aktiven 
Molekiilarten hier zweierlei Affinititskonstanten in Betracht: 

1. die Affinitét der enzymatischen Bestandteile zu den 
entsprechenden Substraten, 

2. die Affinitét, mit welchem die Co-Zymase sich mit den 
reagierenden Molekiilen verbindet. 


Untergirige Bierhefe (Léwenbriuhefe, Miinchen). Mikrogirung. 
Zu diesem Versuch wurde nicht das gleiche Co-Zymasepriaparat benutzt 
wie zu den vorhergehenden Versuchen. 




















cem in Minuten 
15 90 120 150 180 
Co-Zymase . 5,5 7,1 9,4 11,0 11,9 
Ohne Co-Zymase- 
gusatz. . . . 0,5 1,0 2,0. 2,8 3,5 
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Auch in Riicksicht auf diese Probleme ist die Bestimmung 
der totalen Co-Zymasekonzentrationen in den Hefen eine dring- 
liche Aufgabe. 

Die letzte Zeile der Tabelle zeigt, daB die Minchener 
Léwenbrau-Trockenhefe nach dem Auswaschen nur mehr wenig 
von ibrer Garkraft iibrig hat, daB diese Garkraft aber,durch 
Zusatz von Co-Zymase wieder hergestellt werden kann 

- Wie aus unserer Stockholmer Unterhefe H, ist also auch 


aus der Léwenbrauhefe die Co-Zymase weitgehend auswaschbar. 


Auf den diesbeziiglichen wesentlichen Unterschied zwischen 
Oberhefen und Unterhefen ist in den Arbeiten aus diesem 


| Laboratorium wiederholt hingewiesen worden. Zuerst haben 


Euler und Myrbick*) auf denselben aufmerksam gemacht 
und diese Beobachtung ist hier in den letzten 4 Jahren immer 
wieder aufgefallen”); sie wurde neuerdings wieder in einer 
Mitteilung von Euler, Myrback und Nilsson’) betont, und 
auch Gottschalk und Neuberg‘) haben diesen Unterschied 
bestatigt gefunden. 

Bemerkenswert ist, daB der gleiche Unterschied, soweit 
unsere bis jetzt an schwedischen Hefen gewonnenen Erfahrungen 
reichen, auch fiir die Auswaschbarkeit des Phosphates gilt 

Da in den getrockneten Priparaten Unterschiede der 
Permeabilitét nicht mehr in Betracht kommen, so ist zu 
schlieBen, daB die Co-Zymase in den Oberhefen fester an un- 
lisliche Zellenbestandteile gebunden ist als in den Unterhefen. 
Diese Bindung wird aber bei héheren Temperaturen gelockert, 
so daB auch Oberhefen einen an Co-Zymase reichen 
Kochsaft liefern, der in jeder Hinsicht ebenso aktiviert wie 
derjenige der Unterhefen. Die vielfachen, wesentlichen Unter- 
schiede zwischen Oberhefen und Unterhefen finden wir an 
anderem Tier- und Pflanzenmaterial wieder, aus dem Co-Zymase 





1) Euler u. Myrback, Diese Zs. Bd. 117, S, 28 (1925). 
*) Vgl. Euler u. Signe Karlsson, Biochem. Zs. Bd. 130, 8. 550 
und gwar §. 558 (1922); ferner Lindberg, a. a. O. Bd. 132, 8. 110 (1922). 
§) Euler, Myrbick u. Nilsson, Diese Zs. Bd. 144, 8.137 und 
zwar §. 141 (1925). 
-*) Gottschalk u. Neuberg, Biochem. Zs. Bd. 154, S. 492 (1925). 
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teils auswaschbar, teils nicht auswaschbar ist. Diese Unter. 
schiede dirften — worauf in einer Untersuchung iiber Methylen. 
blaureduktion naher eingegangen wird — auf dem ungleichen 
Verhalten der freien und der gebundenen Co-Zymase beruhen.: 


Zusammenfassung. 

Vergart man Glucose in phosphathaltigen Lésungen durch 
Trockenhefe beim Acidititsoptimum der Wirksamkeit (p, = 6,0 
bis 6,5), so verliuft etwa das erste Drittel der Gesamtreaktion 
mit konstanter Geschwindigkeit, dann fallen die Garungskurven 
ab, und die Garung schreitet bedeutend langsamer fort, Aus 
dem eingehenden Studium dieser Erscheinung ergibt sich, daf 
die Co-Zymase bei der Girung in reversibler Weise auber 
Wirksamkeit gesetzt, vermutlich reversibel an Bestandteile der 
Trockenhefe gebunden wird. 

Fiir die getrocknete Unterhefe H wird erneut die Spaltungs- 
wirkung an Brenztraubensiure untersucht. 

Die Girwirkung verschiedener Hefen wird verglichen; ge- 
trocknete Oberhefe steht in dieser Hinsicht den Unterhefen 
nicht nach. Im Anschlu8 an diese Versuche wird der friher 
als Arbeitshypothese aufgestellte Satz besprochen, daB in der 
frischen Hefe die Zymase ganz oder zum gréBten Teil an das 
Protoplasma der Hefe gebunden ist; in dieser Hinsicht sind 
nunmehr die einzelnen Bestandteile des Zymasesystems 2 
beriicksichtigen. 

Es bestitigen sich weiterhin frithere Erfahrungen von 
Euler u. Myrback, daB die Co-Zymase sich aus getrockneten 
Oberhefen nicht oder héchstens zum geringen Teil, aus ge- 
trockneten Unterhefen ganz oder zum gréSten Teil auswaschen 
lagt. Ahnliche Unterschiede scheinen beziiglich des 
Phosphates der Hefen zu bestehen. 

Auch Oberhefen liefern einen an Co-Zymase reichen 
Kochsaft. 

Gebundene Co-Zymase verhalt sich chemisch vielfach 
wesentlich anders als freie Co-Zymase. 





1) Siehe hierzu auch Euler u. Myrbiack, Svensk Kemisk Tidskrift 
87, Heft 7 (1925). 
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ber dou Wiederaufban des Kollenhydrates ‘im: Wares 
bliitermuskel.') 
Von 


S. Janssen und H. Jost. 





(Aus dem Pharmakol. Institut (Prof. Dr. P. Trendelenburg) upd dem Chem. Physiol. 
Institut (Prof. Dr. F. Knoop) der Universitat Freiburg i. B.) 


(Der Redaktion zugegangen am 8. Juni 1925.) 








Nachdem durch Meyerhof?) fir den isolierten Frosch- 
muskel festgestellt ist, daB die in der anaeroben Kontraktions- 
phase gebildete Milchsiure nur zu einem kleineren Teil (17 
bis 30°/,) oxydiert im iibrigen aber im Muskel selbst, aller- 
dings erst in 24stiindiger Erholung in Sauerstoffatmosphire 
zu. Kohlenhydrat wieder aufgebaut wird, draingt sich natur- 
gemiB die Frage auf, wieweit dieser AufbauprozeB im Gesamt- 
organismus vom intakten durchbluteten Muskel iibernommen 
wird. 

Denn fiir den Warmblitermuskel ist es ja bekannt, wie 


| leicht die Milchs’ure durch die Blutzirkulation fortgeschwemmt 


wird. Das zeigt z. B. der hohe Milchsaurespiegel*) des Blutes 
nach Muskelanstrengung und ebenso die Milchsiureausscheidung 
im Harn‘) als Ausdruck eines hohen Milchsiéuregehaltes des 





1) Kine vorliufige Mitteilung wurde schon auf der Naturforscher- 


tagung zu Innsbruck 1924 vorgetragen. 
*) Hill u. Meyerhof, Zusammenfassung in Ergebnissen d. Physiol. 


| Bd. 22, S. 299 (1923). Betr. Oxydationsquotient s. bes. noch Meyerhof, 


Pfliigers Arch. Bd. 182, S. 295 (1920). 

*) Spiro, Diese Zs. Bd. 1, 8. 117 (1877). Siehe ferner Barr, Him- 
wich u. Green, a. a. O. 

*) Colasanti u. Moscatelli, Malys Jahresber. Bd. 17, S. 212 


| (1887). Weitere altere Literatur bei Neuberg, Harn Bd. 1, 8S. 246 (1911). 


Siche ferner Campbell u. Webster, Biochem. Journ. Bd. 16, 8. 106 
(1922). Hastings, Proc. of the soc. f. exp. biol. a. med. Bd. 18, S. 306 
(1921), 
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Blutes nach schwerer Muskelarbeit. Auch in den Unter. 
suchungen von Hill und seinen Mitarbeitern Long und 
Lupton?) finden sich Anhaltspunkte dafiir, daB vielleicht ein 
sehr groBer Teil der bei der Kontraktion gebildeten Milch- 
siure den Muskel auf dem Blutwege verliBt. 

Ferner fanden Embden, Schmitz und Meincke?), dag 
der Milchsdéuregehalt von Warmbliitermuskeln, die wahrend 
des Lebens der Tiere schwer gearbeitet haben, nur gering ist 
und im Vergleich zu entsprechenden Ruhemuskeln keine wesent- 
liche Anhiufung erkennen laBt. Des weiteren zeigen Versuche 
von Embden und Jost), da& am gleichen Frosch, der lange 
Zeit an einem Bein in lebendem Zustande gereizt wurde, der 
Milchsiuregehalt des Ruhemuskels ebenso groB ist und ge- 
legentlich noch gréBer sein kann als der des Arbeitsmuskels, 
welch letzterer durchschnittlich einen Milchsiuregehalt von 
nur 0,13°/, aufweist. Mu man danach mit einer tiberraschend 
schnellen Verteilung der bei der Tatigkeit in bestimmten 
Muskelgruppen gebildeten Milchsiure auf das ganze ‘Tier 
rechnen, so ergibt sich daraus sofort die Frage, wo wird diese 
nun verbrannt, bzw. resynthetisiert? Sind dabei alle Gewebe 
gleichmaBig beteiligt, spielt sich dieser Vorgang vorzugsweise 
in der gesamten Muskulatur, auch in der an der Arbeit nicht 
beteiligten, oder gar auch in der Leber ab? 

Am lebenden Frosch fand Meyerhof*) das Verhialtnis 
verschwundene Milchsiure 
oxydierte Milchsiéure 
oben und unten; es ergab sich also ein ganz dhnlicher Oxy- 

dationsquotient wie beim isolierten Muskel. 

Auf der Tagung der Deutschen Physiol. Gesellschaft, 
Tiibingen 1923 hat Meyerhof dann nach der Bemerkung 
Embdens, daB in diesen Versuchen die Leber am Kohlen- 


zu 4,6, mit groBen Schwankungen nach 








*) Long u. Lupton, Proc. of Physiol. Soc. Journ. of Physiol. 
Bd: 57, S. 67 (1928). 

*) Embden, Schmitz u. Meincke, Diese Zs. Bd. 113, S. 10 (1921). 

5) Embden u. Jost, Deutsche med. Wochenschr. Nr. 16, S. 636 
(1925). : 

*) Meyerhof u. Meyer, Pfliigers Arch. Bd. 204, S. 448 (1924). 
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hydratwiederaufbau wohl nicht ganz unbeteiligt wire, auf die 


i Versuche von Barr und Himwich") hingewiesen. Diese 


Autoren haben festgestellt, daB bei angestrengter Arbeit be- 
stimmter Muskelgruppen, z. B. der Beine, die in den Arbeits- 
muskeln gebildete Milchsiure vom Blute fortgeschwemmt und 
yon anderen Muskelpartien aufgenommen wird. 

Des weiteren hat Meyerhof*) neuerdings gezeigt, daf 


man am Hinterschenkelpriparat des Frosches eine Kohlen- 


hydratsynthese unter Steigerung der Atmung nach Durch- 
spilung mit milcLsaurehaltiger Ringerlésung erzielen kann. Die 
gleichen Erscheinungen versuchte er auch am Warmbliiter- 
muskel (Zwerchfellschnitte nach Warburg) nachzuweisen’), 
konnte aber bisher nur feststellen, daB ,keine sichere Ver- 


| mehrung der Kohlenhydrate in Anwesenheit von Milchsiure und 


Brenztraubensdiure zu beobachten ist, daB aber ein verringerter 


| Schwund gegeniiber den Kontrollmuskeln trotz gesteigerter 


Atmung“ vorhanden ist. 

Wihrend nun die Versuche von Barr und Himwich 
nicht eindeutig fiir eine Kohlenhydratsynthese im Muske 
sprechen, sondern auch als Ausdruck eines Diffusionsausgleichs 
aufgefaBt werden kénnen, lassen die Versuche Meyerhofs 
daran denken, da8 die Muskulatur die waihrend der Kontraktion 
reichlich ins Blut iibergetretene Milchsiure wieder aufnehmen 
kénnte, um sie dann erst zu Kohlenhydrat aufzubauen. Hier- 


| bei wiirde die Muskulatur schon wegen ihres grofen An- 


tells am Kérpergewicht gegeniiber der Leber quantitativ im 


| Vordergrund stehen. Fir die ganze Muskulatur betrachtet 


wire dann im Endeffekt nur eine kleine Menge Glykogen ver- 
brannt, ahnlich wie beim isolierten Muskel. 

DaB nun der Kaltbliitermuskel dieser Synthese fihig ist, 
geht ja auch schon aus den Versuchen am isolierten Muskel 
hervor. Wie weit aber diese Fahigkeit des Muskels, Kohlen- 
hydrat nach anstrengender Arbeit aus der einmal ins Blut 





) Barr, Himwich u. Green, Jl. of Biol. Chem. Bd. 55, 8. 495 
(1928), 

*) Meyerhof, Klin. Wochenschr. Jahrg. 4, H. 8 (1925). 

*) Meyerhof, Biochem. Zs. Bd. 157, S. 478 (1925). 
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iibergetretenen Milchséure wieder aufzubauen, im Gesant- 
organismus, besonders bei der intensiven Durchblutung des 
Warmbliitermuskels eine Rolle spielt, sollte durch unsere Ver- 
suche geklirt werden. 

Durch die Erfahrungen, daB der Diffusionsausgleich der 
Milchséure im Ké6rper so iiberaus schnell vonstatten geht, 
wurden wir veranlaBt, einen erhéhten Milchsiurespiegel, wie 
er nach schwerer Muskelanstrengung im Blut zu finden ist, 
durch Milchséureinfusion zu bewirken, und nun festzustellen, 
wie weit bestimmte Muskelgruppen die Milchsiure aus dem § 
Blute aufnehmen und zu Kohlenhydrat synthetisieren; dabei 
sollte dann ferner auch der ,,Oxydationsquotient“ festgestellt 
werden. 

Wir verwendeten in den ersten Versuchen das von Verzar 
angegebene Hinterschenkelpriparat.') Die Versuchstiere — 
Hunde — waren durch Riickenmarksdurchschneidung am Vor- 
versuchstage gefihllos gemacht und ruhig gestellt, des weiteren 
wurde zur Vermeidung reflektorischer Zuckungen der Nervus 
ischiadicus durchschnitten. In spiteren Versuchen haben wir 
die in die Arteria und Vena femoralis in der Kniekehle ein- 
miindenden GefiBe der Oberschenkelmuskulatur nicht mehr 
unterbunden, auch den Nervus ischiadicus unversehrt gelassen, 
um so méglichst physiologische Bedingungen zu erhalten. Die 
beiden letzten Versuche wurden auBerdem mit d-Milchsiure vor- 


genommen. 
Im einzelnen gestaltete sich die Methodik wie folgt: 


1. Tierbehandlung. 


Am Tage vor dem Versuche wurde Hunden im Gewicht 
von 8—14kg in Hedonal-Athernarkose das Riickeamark in 
Hohe des 5.—12. Brustwirbels durchschnitten. Am Versuchs- 
tage kamen die Tiere in einen mit Thermoregulator konstant 
auf 28—30° erwirmten Wasserkasten. Dann wurde das vou 
Verzar angegebene Unterschenkelpriparat zur Bestimmung 





1) Verzar, Ergebnisse d. Physiol. Bd. 15, S. 1 (1916); siehe auch 
naheres iiber die Methodik bei Freund u. Janssen, Pfliigers Arch. 
Bd. 200, S. 96 (1928). 
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des Muskelgaswechsels an beiden Hinterextremititen angelegt. 


| Die Rektal- und Muskeltemperatur — diese durch Hinfiihrung 


kleiner Thermometer unter die Haut — wurden fortlaufend 
kontrolliert. Der Kohlenhydratansatz sollte dadurch bestimmt 
werden, da8 wir die Muskulatur eines Unterschenkels nach 
Beendigung des Versuches mit der entsprechenden Muskulatur 
des anderen Beines verglichen, die vor Injektion der Milchsaure 
méglichst quantitativ abprapariert worden war. Die Absetzung 
des einen Unterschenkels, bzw. die Abpraparation der Musku- 
latur geht nach Abbindung der Arterie ohne Blutverlust in 
etwa 2 Minuten vor sich. Alsdann wird am anderen Bein 
(Versuchsbein) die Strémungsgeschwindigkeit in der von Ver- 
zar’) angegebenen Weise bestimmt und das hierbei in die 
Pipette einflieBende Blut zur Analyse verwendet. Inner- 
halb méglichst kurzer Zeit erfolgt dann die dazu gehdrige 
Entnahme des arteriellen Blutes unter Kinfiihrung einer Ka- 
nile in die freigelegte Arteria saphena. Der Blutdruck wird 
an der Carotis bestimmt. Es ergab sich dabei immer wieder, 
daB derselbe in den meisten Versuchen durch die verschiedenen 
Manipulationen fast unverandert blieb. Versuche mit schlechtem 
Blutdruck oder schlechter Durchstrémungsgeschwindigkeit 
wurden verworfen. Kurz nach den ersten Blutentnahmen folgt 
die Infusion der Milchséure als Natriumlactat in Lisung von 
bestimmtem p,, in die Vena jugularis. In einem Teil der Ver- 
suche haben wir wihrend der Infusion eine arterielle und eine 
venése Blutentnahme gemacht. In anderen Versuchen erfolgte 
die zweite Entnahmeserie erst nach beendigter Infusion. Nach 
weiterer Zeit erfolgte eine dritte arterielle und venése Ent- 
nahme, jedesmal begleitet von Bestimmungen der Durch- 
strémungsgeschwindigkeit und des Blutdruckes. Nach ver- 
schieden langer Dauer, die aus den einzelnen Versuchsproto- 
kollen ersichtlich ist, wurde auch der andere Unterschenkel 
abgesetzt, bzw. seine Muskulatur abpripariert. In den beiden 
letzten Versuchen dagegen haben wir aus jedem Bein nur je 
einen Musc. tibialis anterior entnommen, vor der Infusion und 
am Ende des Versuches. 


") Verzar, a. a. O. 
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2. Chemische Aufarbeitung. 
Von den etwa 12 ccm Blut, die bei den Entnahmen in 


die Pipetten hineinflieBen, wurden sofort 10 ccm, ohne mit | 


Luft in Beriihrung zu kommen, in ein mit Doppelhihnen ver- 
sehenes MaBrohr’) eingefillt. Dieses faBt 18 ccm, enthilt 
1 com 4°/, ige NaF-Lésung und ist im iibrigen véllig mit Queck. 
silber gefillt. Nach Einfillung des Blutes durch den oberen 
Hahn, wobei das Quecksilber durch den unteren Doppelhahn 
in eine graduierte Biirette einflieBt, werden die Hiahne sofort 
geschlossen und das Gefa8 griindlich geschiittelt. Innerhalb 
einer Stunde werden dann bestimmte Teile dieser Blutlésung 
zur Gasanalyse und Milchsiurebestimmung durch Herausdriicken 
mit aus einer Birette herausflieBendem Quecksilber abgeteilt 
nach erneutem Umschiitteln. Auf diese Weise wird erreichi, 
da8 Milchséure-, Zucker- und Sauerstoffbestimmungen an der 
gleichen Blutprobe vorgenommen werden kénnen, daB Pipet- 
tierungsfehler auf ein Minimum herabgedriickt werden und dab 
der Gasgehalt des Blutes sich innerhalb 3 Stunden nicht andert, 
wie dies durch Kontrollversuche bestatigt wurde; Glykolyse 
und Gerinnung sind vollstindig gehemmt. Die Differenz des 
Sauerstoffgehaltes im arteriellen und vendsen Blut wurde mit 
dem Barcroftschen Differentialblutgasapparat fiir 1 ccm be- 
stimmt.*) Da das zugesetzte NaF die Hamolyse verlangsamt, 
wurde eine 0,8°/,ige Ammoniaklésung mit Saponinzusatz ver- 
wendet. 

Milchsaiure- und Zuckerbestimmung wurden am gleichen 
Blutfiltrat vorgenommen, das nach dem Schenkschen Prinzip 
erhalten war. In den ersten Versuchen kamen 10 ccm, in 
spiteren Versuchen 7,5 com Blut zur Verwendung. Die Milch- 
siurebestimmung fihrten wir unter Zugrundelegung der An- 
gaben von Hirsch-Kaufmann’) in etwas verinderter Form 
aus, in 60 ccm Kochkolbchen mit n/1000-Permanganatlésung, 





1) Modell beschrieben bei F. Miiller, Abderhaldens Handb. Bad. 4, 
Abt. 10, S. 142, Lieferung 71. 

*) Barcroft, The respiratory funktion of the blood. Cambrigde 1914. 

®) Hirsch-Kaufmann, Diese Zs. Bd. 140, S. 25 (1924). 
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spiter mit den neuesten, von Embden’) angegebenen Ver- 
pesserungen. Die in den Versuchsprotokollen angegebenen 
Milchs’urewerte entsprechen den Titrationsergebnissen ohne 


jede Korrektur. Nach analytischen Versuchen hatte unsere 


erste Methodik einen Milchsiureverlust von etwa 3—5°/,, bei 
Mengen zwischen 1 und 2 mg, bei kleineren Mengen, die aber 
nur in den Entnahmen vor der Infusion zu bestimmen waren, 
stieg der Verlust bis zu 15°/,. Mit der letzten, von Embden 
verbesserten Methodik war die Ausbeute der Mengen von etwa 


-1mg durchschnittlich eine theoretische. Die Milchsiure- 


bestimmung im Urin erfolgte im Atherextrakt nach Kupfer- 
kalkfallung. 

Die Blutzuckerbestimmung im Schenkfiltrat wurde nach 
Bang vorgenommen und gelegentlich durch Bestimmungen 
nach Hagedorn?) kontrolliert. Zur Kohlenhydratbestimmung 
in den Muskeln wurden letztere sofort nach der Abpraparation 
in flissiger Luft gefroren und dann gewogen. Die Gesamt- 
kohlenhydratbestimmung erfolgte in unseren ersten Versuchen 
nach Lesser’) in etwas verbesserter Form. Diese Methode 
hat einige Mangel, die u. a. besonders die Lactacidogenfraktion 
betreffen. Wir haben daher in unseren letzteren Versuchen 
eine von dem einen von uns auf Anregung von Herrn Prof. 
Embden ausgearbeitete Mikromethode verwendet, die es ge- 
stattet, in 1 g Muskel saimtliche Kohlenhydratfraktionen ein- 
schlieBlich Lactacidogen gesondert zu bestimmen. Dies letztere 
wird dabei als Calciumsalz in etwa 60—70°/, Alkohol aus- 


 gefallt, Fir Einzelheiten verweisen wir auf die bevorstehende 


Veréffentlichung. 

Die Rechtsmilchsiure wurde nach dem Verfahren von 
Irvine‘) hergestellt, unter Anwendung einiger Erfahrungen, 
die uns Herr Prof. Freudenberg liebenswiirdigerweise mit- 
teilte. Das Zinksalz unseres Praparates hatte fast die theore- 
tische optische Drehung von — 7,8 bei c = 2,5. Auf Milchs&ure- 





") Embden, Diese Zs. Bd. 148, S. 297 (1925). 

*) Hagedorn u. Jensen, Biochem. Zs. Bd. 135, S. 46 saeia 

%) Lesser, Biochem. Zs. Bd. 103, S. 1 (1920). 

*) Irvine, Journ. of chem. soc. of London Bd. 89, S. 985 (1906). 
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bestimmungen in der Muskulatur haben wir verzichtet, da es 
beim Warmbliiter trotz aller MaBnahmen kaum gelingt den 
wirklichen Ruhegehalt zu fassen. Von unseren Versuchen 
seien im folgenden nur diejenigen wiedergegeben, in denen 
erstens an einem Tiere simtliche Bestimmungen vorgenommen 
wurden und bei denen andererseits Blutdruck, Durchstrémungs- 
geschwindigkeit und Kérpertemperatur des Tieres médglichst 
mit dem physiologischen Zustand tibereinstimmten. 





In den Versuchsprotokollen sind die einzelnen Eingriffe 
nach der Zeit geordnet, die aus Spalte I zu ersehen ist. In 
Spalte Il bzw. III ist die Rektaltemperatur und die Muskel- 
temperatur enthalten. In Spalte IV (Blut) sind die im arte- 
riellen, bzw. venésen Blut gefundenen Milchsaure- und Zucker- 
werte in mg pro 100 ccm angegeben. Aus der Differenz dieser 
Werte ist in Spalte V (Muskel) die Aufnahme, bzw. Abgabe 
von Milchsiure und Zucker pro Minute fiir die zugehdrigen 
Muskelgruppen berechnet durch Multiplikation mit der Durch- 
fluBgeschwindigkeit 1/100; ferner ist hier der Sauerstoff- 
verbrauch der untersuchten Muskulatur in ccm pro Minute 
angefiihrt. 

Den Tieren wurde also */,—1 g Milchsiure pro kg Tier 
— mit Ausnahme von Versuch 1 — infundiert, d.i. durch- 
schnittlich mehr als 0,1°/, (auf feuchte Kérpersubstanz be- 
rechnet, wenn wir diese zu 65—70°/, annehmen), Danach 
war ein Blutmilchsiurespiegel wie nach schwerer kérperlicher 
Arbeit festzustellen, zu einer Zeit, wo man schon mit einem 
Diffusionsausgleich rechnen konnte. Wenn die Muskulatur etwa 
40—50°/, der feuchten Substanz betrigt, so hatte, falls alle 
im Korper kreisende Milchsaure von der ersteren aufgenommen 
und zu */, unter Annahme eines Oxydationsquotienten von 5 
zu Kohlenhydrat aufgebaut worden wire, in den Muskeln 
durchschnittlich 0,15 Glykogen angesetzt werden miissen. So- 
fern aber nur der auf die Muskulatur entfallende Milchsiure- 
anteil, also etwa ?/, der Gesamtmenge bei Annahme gleich- 
maBiger Verteilung in dieser verblieben, und zur Kohlenhydrat- 





Infusion von 6 g Milchsiiure als Na-Salz in 40 ccm Lésung py 7,8. 


Versuch. 


22. 5. 24. 
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synthese verwendet worden wire, hitten wir immer noch einen 
Glykogenzuwachs von etwa 0,1°/, auf Muskelsubstanz berechnet, 
beobachten miissen. 

Betrachten wir zunichst einmal den Kohlenhydratgehalt 
der Muskeln vor und nach der Infusion, so ergibt sich, daB 
dieser in einigen Versuchen nachher tatsichlich héher ist, in 


| anderen Versuchen aber geringer als vor der Infusion. Die 


Abweichungen nach beiden Seiten tibersteigen nicht 5°/, des 
Kohlenhydratgehaltes. Derartige Unterschiede miissen aber 
auf den von vornherein verschiedenen Glykogengehalt der - 
Muskulatur zweier Extremitaiten des gleichen Tieres, sowie auf 
eventl. Bestimmungsfehler zuriickgefithrt werden, so daB wir 
hieraus keine Anhaltspunkte fiir einen Glykogenzuwachs nach 
der Milchsiureinjektion gewinnen kénnen. 

Bei einer oxydativen Synthese von 0,1 °/, Glykogen miiBte 
ein Sauerstoffmehrverbrauch von 15—20 ccm, auf 100 g Musku- 
latur berechnet, wihrend der Versuchsdauer eintreten. In den 
meisten Versuchen aber findet sich nur eine Sauerstoff- 
verbrauchssteigerung innerhalb der Fehlergrenzen; dagegen ist 
in Versuch III und VI tatsichlich ein Sauerstoffmehrverbrauch 
nach der Infusion vorhanden, der in die GréBenordnung eines 
Glykogenansatzes von 0,1°/, auf 100 g Muskel fallt, in ge- 
ringerem Maf8e ferner ein Sauerstofimehrverbrauch in Versuch V. 
Vergleichen wir aber nun in den letztgenannten Versuchen 
event. vermehrten Kohlenhydratgehalt nach der Infusion mit 
der Sauerstoffverbrauchssteigerung nachher, so bleibt nur noch 
Versuch V iibrig, in dem beides zugleich vorhanden ist, die 
Kohlenhydratvermehrung allerdings auch nur in den Grenzen 
physiologischer Schwankung. Man ist geneigt, in diesem ein- 
zelnen Falle mit solchem Ergebnis die Sauerstofisteigerung auf 
besondere Ursachen zurtickzufiithren, da auch in den anderen 
Versuchen der Sauerstoffverbrauch nach der Infusion groBen 
Schwankungen zu unterliegen scheint. 

Betrachten wir nun aber den Milchsiuregehalt des arte- 
riellen und vendsen Blutes, so ergibt sich zuniachst, dab 
schon die ruhende Muskulatur vor der Injektion geringe 
Milchsiuremengen ans Blut abgibt, ein Befund, der auch 
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durch weitere unverdffentlichte Versuche des einen von un; § 
im Freiburger chemisch-physiologischen Institut weiter be. § 
staitigt wurde. 

Nach der Infusion kénnen wir fir die Milchsdiure zwej 
Phasen feststellen, eine Aufnahmephase und eine Abgabe- 
phase. In der ersten nimmt die Muskulatur tatsachlich ent- 
sprechend den Befunden von Barr und Himwich grofe 
Mengen Milchsiure aus dem Blute auf. Aber nicht in allen & 
Versuchen gelang es uns, diese Aufnahmephase durch die erste 
Entnahmeserie nach der Injektion zu fassen. Sie gelang nur 
in den Versuchen, in denen Entnahmen wihrend der Infusion 
der Milchséure stattfanden. In der zweiten Phase hingegen 
sehen wir eine andauernde langsame Abgabe von Milchsiure 
an das Blut in dem MaBe, wie der arterielle Spiegel mehr 
und mehr absinkt. 

Und in dieser Verminderung des arteriellen Milch. 
siurespiegels in der Abgabephase, glauben wir etwas 
ganz prinzipiell Wichtiges zu sehen. Die Muskulatur 
gibt in dieser Periode andauernd groBe Mengen von Milch- 
siure ans vendése Blut ab und dabei nahert sich der arterielle 
Spiegel mehr und mehr der Norm. Es bleibt zur Erklarung 
nur die Méglichkeit, da8 die Milchsiure in irgendwelchen 
anderen Organen des Kérpers verschwindet. 

In Versuch V betragt der venése Milchséurespiegel nach 
der Infusion 131,1 mg pro 100 ccm gegen 35,1 mg im arteriellen 
Blut 19 Minuten spiter. Wenn auch diese Konzentrationen 
zu den Entnahmezeiten nicht mehr, bzw. noch nicht mit dem 
Milchsaiuregehalt der Kérpergewebe im Diffusionsgleichgewicht 
stehen, so zeigen sie doch das Milchsiuregefille wahrend einer 
ganz ahnlichen benachbarten Zeitperiode im gesamten Organis- 
mus an. Im Versuch V miissen also 5,4 g Milchsiure (in 
abnlicher Weise wie eben berechnet) in einer Phase aus dem 
Kérper verschwunden sein, in der die Muskulatur fortwahrend 
Milchsiure ans Blut abgibt. 68°/, der injizierten Menge sind 
mithin sicherlich nicht durch die Muskulatur, sondern durch 
andere Organe aus dem Kérper entfernt worden. Im Urin 
wurden durch die Nieren in diesem Versuche nur 720 mg 
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© Milchs’ure ausgeschieden, so da8 mindestens ein Rest von etwa 


60°/, ein anderes Schicksal gefunden haben muB. 

Im Versuch VI betragt das Milchsiuregefille (also die 
Abnahme der Konzentrationen in dem Kérper) 114 mg gegen 
43 mg innerhalb 35 Minuten. Wéahrend dieser Zeit muB eine 
Menge von etwa 6,5 g Milchsiinre, das ist etwa 65°/, der in- 
jizierten Menge auSerhalb der Muskulatur aus dem Kérper 
entfernt worden sein. Die Muskulatur kommt deshalb hierfiir 


| nicht in Betracht, da sie ebenso wie in dem vorigen Versuch 


andauernd Milchsiure ans Blut abgab. Von diesen 6,5 g 
wurden nur etwa 0,6 g durch die Nieren ausgeschieden. 

Bemerkenswert ist an diesen beiden Versuchen, wie iiber- 
raschend schnell die Milchsiure aus dem Blute verschwindet, 
eine Tatsache, die wir wohl mit dem Umstande in Zusammen- 
hang bringen miissen, da8 hier nur physiologische Rechts- 
nilchs’ure injiziert wurde. Doch auch im Versuch III und I 
fndet sich ein Milchsiureschwund von &ahnlicher GréBe. In 
Versuch III z. B. macht sich ein Milchsiuregefille von 146,7 
auf 52,7 bemerkbar, so da8 wir hier mit einem Milchsaure- 
schwund von etwa 9g rechnen kénnen, der sicherlich nicht auf 
die Muskulatur zuriickzufiihren ist, 

Den wirklichen Milchsiureschwund auferhalb der Musku- 
latur kénnen wir aus diesen Zahlen nur annahernd erfassen, 
da wir ja nur eine bestimmte Zeitperiode betrachten, wahrend 
der die Milchsiureentfernung aus dem Kérper noch nicht ab- 
geschlossen ist. Méglicherweise ist dieser Anteil noch wesent- 
lich gréBer. 

Beztiglich des Zuckergehaltes ist zu bemerken, daB der- 
selbe fast immer im arteriellen Blut, wenn auch meist nur 
innerhalb der Fehlerbreite, héher ist als im venésen Blut. 
Hierbei wird man wieder an die alten Versuche von Chauveau 
und Kaufmann?) erinnert und die Méglichkeit ist noch nicht 
von der Hand zu weisen, daB der Muskel als Glykogenbau- 
steine Glucosemolekiile aus dem Blute aufnimmt. Eine Glucose- 





1) Chauveau u. Kaufmann, C. R. Bd. 104, S. 1126, 1352, 1409, 
1768; Bd. 105, S. 296 (1887). 
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aufnahme steht auch beim ruhenden Muskel vor der Injektioy 
einer geringen Milchsiureabgabe gegeniiber. Fernerhin is 
noch festzustellen, daB gelegentlich Sauerstoffsteigerung mit 
einer erhéhten Zuckeraufnahme aus dem Blute zusammentrifit, 

Wir haben schon vorhin angedeutet, daB der gréBte Teil 
der injizierten Milchsiuremenge in einem anderen Organ auBer- 
halb der Muskulatur verarbeitet worden sein muf, da durch die 
Nieren nur geringere Anteile, in allen untersuchten Fallen meist 
weit unter 10°/, der injizierten Menge zur Ausscheidung kamen, 

Dieses Organ kann nach unseren bisherigen Kenntnissen f 
nur die Leber sein. Schon Minkowski’) fand, da8 bei Ginsen § 
nach Leberexstirpation eine reichliche Ausscheidung von Milch. 
siure im Urin auftritt bei vermindertem Blutzucker. Line 
Reihe weiterer Untersuchungen?) ergab ahnliche Befunde am 
Warmbliiter. In diesem Zusammenhang sei besonders auf die 
wichtigen Versuche von Mann und Magath *) hingewiesen, 
die nach Leberexstirpation am Hunde ein gewaltiges Absinken 
des Blutzuckers bis zum Tode der Tiere beobachteten. Dabei 
verarmt der gesamte Kérper an Kohlenhydrat, sogar das Muskel- 
glykogen nimmt um 50°/, ab. Durch zugefihrten Trauben- 
zucker vermag man die Tiere lingere Zeit am Leben zu er- 
halten und das Muskelglykogen wieder zu vermehren. Milch- 
siure hingegen zeigt diese Wirkungen nicht. 

DaB die Zuckerbildung aus Milchsaure eine hervorragende 
Funktion der Leber ist, wurde besonders durch die Unter- 
suchungen von Embden‘) und Mitarbeitern bewiesen. Glykogen- 
synthese aus Milchsiure in der isolierten Kaltbliiterleber zeigten 
Parnas und Baer.') 





1) Minkowski, Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 21, 8. 41 (1886); 
Bd. 81, S. 214 (1898). 

*) Vgl. bei Mann u. Magath, S. 224. 

8) Mann u. Magath, Zusammenfassung in Erg. der Physiologic 
Bd. 28, 8. 212 (1924). 

4) Embden, Hofm. Beitr. Bd. 6, 8. 44 (1905); Embden, Schmitz 
u. Wittenberg, Diese Zs. Bd. 88, §. 210 (1913); Baldes u. Silber- 
stein, Diese Zs. Bd. 100, S. 34 (1917); vgl. hierzu auch Barrenscheen, 
Biochem. Zs. Bd. 58, S. 277 (1914). : 

5) Parnas u. Baer, Biochem. Zs. Bd. 41, S. 386 (1912). 
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Demgegentiber konnte Isaak") nachweisen, daB die phos- 


| phorvergiftete isolierte Warmbliiterleber der Kohlenhydrat- 


synthese aus Milchsiure nicht mehr fahig ist. Hier sei auch 
an die Milchséiureausscheidung im Harn bei verschiedenen 


Lebererkrankungen als Ausdruck eines hohen Blutspiegels er- 


innert. | 
Aus alledem geht hervor, daB die Leber in groBem Um- 
fange Milchsiure zu Kohlenhydrat aufbaut, dab aber anderer- 


‘ seits bei Leberschidigung oder -exstirpation der Kérper an 


Kohlenhydrat verarmt und Milchséure sich anhiuft, soweit 
diese nicht oxydativ verschwindet. | 
Diese Tatsachen sind zum erstenmal von v. Noorden und 


'Embden?) in Zusammenhang gebracht worden, die einen 


chemischen Kreislauf der Kohlenhydrate annahmen, derart, 
daB die tiberall im Organismus gebildete Milchsiure in der 
Leber wieder zu Zucker aufgebaut wiirde. 

Demnach miissen wir schlieBen, daB auch in unseren Ver- 
suchen der gréBte Teil der so rasch aus dem Kérper ver- 
schwindenden Milchsiure in der Leber weiter verarbeitet und 
mindestens zum Teil wohl zu Kohlenhydrat regeneriert wird. 
Wir dirfen aus den oben angestellten quantitativen Uber- 
legungen vielleicht weiter folgern, da8 wenigstens beim Warm- 
bliiter die Leber fiir die Kohlenhydratresynthese nach schwerer 
Muskelarbeit eine weit wichtigere Rolle als die Muskulatur 
selber spielt. 

Mit dieser Auffassung lai8t sich auch ohne weiteres die 
besonders von Lusk‘) in der letzten Zeit wieder vertretene 
Anschauung vereinbaren, daB die Energie der Muskelarbeit 
durch direkte Verbrennung von Fett ohne vorherige Um- 


bildung in Kohlenhydrat bestritten werden kann. Die Energie 





") Isaak, Diese Zs. Bd. 100, S. 1 (1917). 

*) von Reorten u. Embden, Zentralbl. f. d. ges. Physiol. u. Path. 
d, Stoffw. I, S.1 (1906); Embden, Ther. Monatsh., Jahrg. XXXII, 
8. 815 (1918), 

*) Lusk, Biochem. Zs. Bd. 156, 8. 334 (1925); vgl. dazu auch 
Meyerhof u. Himwich, Pfliigers Arch. Bd. 205, 8. 416 (1925); ferner 
Meyerhof, Biochem. Zs, Bd. 158, S. 218 (1925). 
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zum Wiederaufbau des Muskelbetriebsstoffes in der Leber figaus 
wiirde naturgem8 aus allen Nahrungsstoffen genommen werdey 
kénnen, dabei aber die Muskelkontraktion selbst ausschlieBlic} 
auf Kosten von Kohlenhydratumsatz vor sich gehen. Wem 
also sicher Lusk darin Recht zu geben ist, daB die ge. BeKOr 
steigerten Verbrennungsprozesse wahrend starker Muskelarbeit § 
sich unter vermehrter Fettverbrennung vollziehen kénnen, » 
ist es nach dem oben Gesagten noch keineswegs notwendig, fgv00 
diese Fettverbrennung in die Muskulatur selber zu verlegen, Mm 
Jedenfalls scheint uns ganz in Ubereinstimmung mit den fmgeh¢ 
alteren diesbeziiglichen Arbeiten aus unseren Versuchen her. moti 
vorzugehen, da8 im Gesamtorganismus fir die Energielieferung Pawih 
bei der Muskelarbeit — wenigstens beim Warmbliiter — eine aller 
weitgehende Arbeitsteilung besteht, derart, daB der fiir da 
Betrieb des Muskelmotors notwendige Abbau der Kohlenhydrate § 
zu Milchséure sich in der Muskulatur abspielt, die Regeneration 
der Milchsiure zu Kohlehydrat dagegen zum iiberwiegenden 
Teil eine Funktion der Leber ist. 


wird. 


















Zusammenfassung. 


1. Der blutdurchstrémte Muskel des lebenden Warmbiliiters 
nimmt wahrend der Ruhe geringe Mengen Glucose aus dem 
Blute auf und gibt ahnliche Mengen Milchsaéure an die Zirku- 
lation ab. | 

2. Nach Erhéhung des Milchsiurespiegels durch Infusion 
laBt sich feststellen, daB die Ruhemuskulatur im Hinklang mit 
den Befunden von Barr und Himwich groBe Mengen dieser 
Substanz aus dem Blute aufnimmt. 

3. Unmittelbar nach Beendigung der Infusion hért die 
Aufnahme der Milchséiure durch die Muskulatur auf und es 
laBt sich fernerhin eine andauernde Ausschwemmung der aut: J 
genommenen Milchsiure zeigen. 

4. In ‘dieser Abgabeperiode sinkt der arterielle Spiegel sehr 
rasch bis ann&hernd zur Norm ab. Daraus geht hervor, dai § 
nicht die Muskulatur, fiir die sich auch keine sicheren An- 
haltspunkte einer oxydativen Kohlenhydratsynthese erkennen 
lassen, sondern andere Organe den Hauptteil der Milchsiure 
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-fiaus dem Kérper entfernen. Da nur ein unwesentlicher Teil 
jer infundierten Milchsiure durch die Nieren ausgeschieden 
wird, so mu8 nach unseren bisherigen Kenntnissen die Leber, 
jie aus der Muskulatur ebenso wie die aus dem ibrigen 
Korper ausgeschwemmte Milchsiure aufnehmen und weiter ver- 
arbeiten, im wesentlichen zur Kohlenhydratsynthese verwenden. 

5. Demnach wirde in Ubereinstimmung mit den schon 
von v. Noorden und Embden ausgesprochenen Anschauungen 
n Gesamtorganismus fir die Muskelarbeit eine weit- 
, Piicchende Arbeitsteilung bestehen. Der zur Energielieferung be- 
.Pmnitigte Abbau der Kohlenhydrate findet im Muskel statt, 
,fawihrend die Regeneration des Muskelbetriebsstoffes auf Kosten 
, Paaller Nahrungsstoffe in der Leber erfolgt. 
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Bemerkungen betr. Isolichenin und Starkeabbau. 


Von 
P. Karrer. 





(Aus dem Chemischen Institut der Universitat in Ztrich.) 
(Der Redaktion zugegangen am 12. Juni 1925.) 








Durch die Isolierung von Mannose-phenylhydrazon und 
Schleimsiure (letztere nach erfolgter Oxydation) aus dem Kohlen- 


hydratgemisch, das man ,,lsolichenin“* genannt hat, habe ich f 


zusammen mit B. Joos gezeigt,!) daB Isolichenin Mannan. 


und Galaktanhaltig ist; die Abtrennung dieser Fraktion gelang § 


durch Fallung mittelst Felingscher Lésung. 

H. Pringsheim gibt dagegen an, daB sein Isolichenin- 
praparat reine Amylose sei, sich zu 100°/, in Maltose spalten 
lasse und somit kein Mannan enthalte.*) Man sollte glauben, 
daB die letztere Frage sehr leicht und eindeutig dadurch 2 
entscheiden wire, daB man in dem betreffenden Praparat nach 
Mannose sucht. Statt dessen fihrt Pringsheim folgenden 
neuen Versuch an: 

50 mg (Milligramm) Isolichenin werden mit Diastase (Kall- 
baum) fermentiert, die verzuckerte Lésung polarisiert und in 
einem Teil das Reduktionsvermégen bestimmt. Da Polarisation 
und Reduktionskraft annahernd (auf 5 bis 10°/, genau) fiir eine 
Maltoselésung stimmen wiirden, so wird der Beweis fir erbracht 
angesehen, daB Isolichenin ,,quantitativ‘ in Maltose verzuckert 
wurde. Dafiir soll ferner sprechen, daB es nach fritheren Ver- 
suchen gelingt, etwas krystallisiertes Maltosenitrat aus der 
fermentierten Lésung zu isolieren, dessen Ausbeute aber natiir- 
lich nicht im entferntesten an eine quantitative heranreicht. 

DaB Pringsheim seinen neuen Fermentierungsversuch 
nur mit 50 mg Isolichenin ansetzte, wird damit entschuldigt, 
daB er 0,3 g Substanz an mich sandte. Die Sendung war von 


1) Diese Zs. Bd. 141, §. 311 (1924). 





*) Chem. Ber. Bd. 57, 8. 1581 (1924). Diese Zs. Ba. 144, S. 241 (1925). fa 
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der Aufforderung begleitet, an Hand dieser drei Zehntel Gramm 
Substanz zu bestatigen, daB sie quantitativ zu Maltose auf- 
spaltbar seien. Da ich die Auffassung habe, die Anwesenheit 
einer bestimmten Menge Maltose kiénnte erst dann als erwiesen 
Scelten, wenn sie in krystallisierter Form oder als krystallisiertes 
Derivat isoliert ist, und da es leider meine Geschicklichkeit 
ibersteigt, mit 0,3 g den gewiinschten Beweis des quantitativen 
Abbaues zu Maltose zu leisten, konnte ich dem geduBerten 
‘Wunsche nicht nachkommen. 

Dagegen haben wir nun etwa 50 g Isolichenin aus Islin- 
disch-Moos genau nach der Vorschrift von H. Pringsheim 
isoliert, sie durch einstiindiges Kochen mit 500 ccm 5°/,iger 
. [eSalzsiure hydrolysiert, nachher die Lésung neutralisiert und 

@uit Phenylhydrazinchlorhydrat und Natriumacetat versetzt. 
Innerhalb 10 Minuten krystallisierten bei Zimmertemperatur 
2,5 g Mannose-phenylhydrazon aus, also 5°/, des Gewichtes an 
Isolichenin. 

Darauf wurde auch das Isolicheninpriparat des Hrn. 
'Pringsheim, von dem wir noch 0,2 g sorgfiltig aufgehoben hatten, 
der gleichen Behandlung unterworfen. Auch hier krystallisierte 
das Mannosephenylhydrazon ohne jede Schwierigkeit (Schmelzp. 
196°, Mischschmelzp. mit Phenylhydrazon aus reiner Man- 
nose 198°). Die Ausbeute betrug 0,012 g Mannosepheny]l- 
hydrazon, somit 6°/, des Gewichtes des angewandten Lichenins. 

Ich méchte ferner nicht unerwaihnt lassen, da8 wir nicht 
nur die Angaben iiber Isolichenin und das Trihexosan aus Gly- 
kogen, sondern auch diejenigen tiber die ,,Amylobiose“ und 


»Amylotriose“, die in derselben Arbeit zu finden sind, nicht 


bestitigen kénnen. Man erhalt zwar, wenn man nach den dort 
gegebenen Vorschriften arbeitet und die Umfillung haufig genug 
wiederholt, schlieBlich Produkte, die in Drehungsvermégen und 
'Reduktionskraft ungefahr mit den beschriebenen iberein- 
stimmen+); die Substanzen sind aber weder krystallisiert * 





‘) In einer friiheren Abhandlung hatte Pringsheim fir dieselben 
Priiparate, die er damals auch fiir rein ansah, wesentlich andere Kon- 
stanten angefiihrt, z. B. [a] p fiir das Priparat aus a-Tetramylose 188,9°, 
jetzt 112° usw. 
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einheitlich, da sich ihre optische Aktivitit und das Reduktions. 
vermégen durch weitere Umfallungen stets verindern. 

Die Amylobiose und Amylotriose sind von Pringshein 
bekanntlich als direkte Abbauprodukte der Starke und de if 
Glykogens betrachtet worden. Wie weit diese Auffassung 2 
Recht besteht, ergibt sich aus folgendem Versuch: la8t map | 
unter genau gleichen auBeren Bedingungen Salzsiure auf Mal. 
tose statt auf «-Tetramylose oder Amylose oder Amylopektin | 
einwirken, so werden bei der Aufarbeitung Stoffe erhalten, die 
fast genau die nimlichen Drehungs- und Reduktionswerte wie | 
jene besitzen, die aus den Stirkefraktionen hervorgingen. Dic 
als ,,Amylobiose* und ,,Amylotriose“ beschriebenen Substanz- 
gemische kénnen also gerade so gut als Reversionsdextrine, 
wie als Abbauprodukte der Polyosen aufgefaBt werden. ke 

6 g Maltose wurden in 6 ccm Salzsiure (spez. Gew. 1,19) 


> 


























eli 

gelést, die Séure im Vakuumexsiccator iiber Stangenkali ab- § - 

gedunstet und der amorphe Riickstand wiederholt aus Wasser ff, 

durch Alkoholzusatz umgefallt. Nach zweimaligem Umfiallen ff... 

betrug das Reduktionsvermégen der Substanz noch 50°/, des- & 

jenigen der Maltose, nach 6-maligem Umfallen war es auf 29,19), spr 

der Maltosereduktionskraft gefallen. B onl 

| Redukti on a 

onsvermoégen in °/, . 

— Oe Tt Aediniews dat Malton. ze 

a-Tetramylose.......-. 112° 30,6°%, 28%, 2 
Stiirke-Amylose eink a eee 110° $2,5 | 0 
Stiirke-Amylopektin ..... 123° 22 Io 
PET ROUOE ne cs ss 124° 26 %, 
Br Re re 108 ° 29,1 °/, 

In der vorstehenden Tabelle sind die Konstanten, die 
Pringsheim fiir seine, auf gleiche Weise aus Starke und Amy- 
losen hergestellten ,,Amylobiose“ und ,,Amylotriose“ anfiihrt, mit 
denen des Priiparates, das wir aus Maltose erhielten, zusammet- 
gestellt.: | 

Bio 
(191 
Zs. 
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Uber Versuche zur kinstlichen Darstellung von 
Disacchariden aus schwefel- und selenhaltigen 
Zuckerderivaten und tiber deren Oxydationsprodukte. 


Von 


Fritz Wrede und Walter Zimmermann. 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Greifswald.) 
(Der Redaktion zugegangen am 23. Juni 1926.) 


Wahrend die Synthese von Glucosiden mit Hilfe von 
Acetobromzuckern meist ohne Schwierigkeit durchfiihrbar war, 
gelang die kiinstliche Darstellung von Disacchariden nur un- 








Bvollkommen. So gab die Umsetzung der bekannten Aceto- 
Hbromglucose mit Silberoxyd nur in ganz unhefriedigender Aus- 
Bbeute ein Disaccharid, das zudem nicht krystallisierte.") 


Vor langerer Zeit wurde nun beobachtet, daB die ent- 
sprechende Reaktion zwischen Acetobromzuckern und Metall- 


jsulfiden bzw. Metallseleniden ganz glatt vor sich ging. Hs 
fwurden so schin krystallisierte schwefel- und selenhaltige 
|Disaccharide (bei Verwendung von Acetobromcellobiose auch 


Tri- und Tetrasaccharide) dargestellt*) gema8 der Formulierung: 


 CH,Oac. CHOac. CH-CHOac.CHOac.CHBr K 
CH,Oac. CHOac. CH+ CHOac. CHOac. CHBr K/ 
oe (K,Se) 


6 5 4 3 2 1 
CH,Oac.CHOac. CH - CHOac. CHOac. CH 
O »s + 2KBr 
CH,Oac.CHOac. CH - CHOac. CHOac. CH: 


1) Fischer u. Delbriick, Chem. Ber. Bd. 42, 8. 2776 (1909). 
*) Schneider u, Wrede, Chem. Ber. Bd. 50, S. 763 (1917); Wrede, 
Biochem. Zs. Bd. 88, S. 96 (1917); Wrede, Chem. Ber. Bd. 52, S. 1756 





(1919); Schneider, Chem. Ber. Bd. 52, 8. 2147 (1919); Wrede, Diese 


Zs. Bd. 108, S. 115 (1919); Bd. 112, S.1 (1920); Bd. 115, S. 284 (1921); 
Ba. 119, 8. 46 (1922); Wrede, Deutsche med. Wochenschr. Nr. 47 (1924). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXLVILI. _ 
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Bei diesen Zuckerderivaten sind also die Monosaccharidrest, 
mit dem sogenannten C,-Atom an ein gemeinsames Schwefel. 
oder Selenatom gebunden. LEHin analog gebautes Disacchari 
aus der Sauerstoffreihe ist die in der Natur vorkommend 
Trehalose und die synthetisch erhaltene Isotrehalose. — 
Entsprechend ihrer Formel zeigen diese schwefel- uni 
selenhaltigen Zucker keine Reduktion von Fehlingsche 
Lésung, sie sind durch Kochen mit Siauren spaltbar in 
die Monosaccharide und Schwefelwasserstofi bzw. Selen. | 
wasserstoff, 

AuBer den Acetobromzuckern, die das Brom am C,-Aton 
tragen, wodurch diese Verbindungen und ihre Derivate eine 
abnorme Labilitét bekommen (wohl durch Auflockerung der § 
Bindung am C,-Atom durch den ebenfalls am C, gebundenen 
y-Oxydring), existieren noch andere Acetobromzucker, unter 
denen besonders die Tetraacetyl-6-bromglucose zu Reaktionen 
einlud. Ihre Umsetzung mit Kaliumsulfid, Kaliumselenid, 
Kalium-disulfid und Kalium-diselenid in alkoholischer Liésung 
bei ziemlich hoher Temperatur (etwa 130°) lieB ebenfalls 
gut krystallisierte Disaccharide entstehen, die  gemii 
folgender Formel zwei reduzierende Gruppen  enthalten 
muBten, somit einen ganz neuen Typus von Disacchariden 
darstellten *): 


1 
1 


CHOH-CHOH-CHOH- ae jie 
Cn. al SSn6e)(Se0) 
CHOH-CHOH-CHOH-CH-CHOH-CH, 


Da, wie oben erwahnt, die geschilderte Reaktion unter 
Verwendung von Metalloxyden gar nicht oder nur sehr schwer 
durchfiihrbar war, sollte nun versucht werden, aus diesel 
»fuckersulfiden* ,Oxyde“ zu gewinnen. DaB es miglich ist, 
in organischen Sulfiden oder Seleniden den Schwefel oder das 
Selen gegen andere Atome auszutauschen, ohne daf eine 
Sprengung des Molekiils erfolgt, dafiir gibt es in der Literatur 





) Wrede, Diese Zs. Bd. 115, S. 284 (1921). 
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mehrere Beispiele. Erwihnt mag hier nur sein, das Krafft 
und Vorster?) aus 


C,H; °S : O,H, + S = C,H; 3 S, -C,H, ’ 
Phenylsuifid Phenyldisulfid 


aus C,H,-80,+C,H, + Se = C,H,-Se-C,H, + SO, 
Sulfobenzid Phenylselenid 


Krafft und Lyons?) aus 


C,,H, -SO.-C,,H, + Se = C,)H,-Se-C,,H, + SO, 
8-Dinaphthylsulfon 6-Dinaphthylselenid 


'gewinnen konnten. Auch konnte Holzmann aus 


(C,H, N(CH,],$ und (C,H, N [C,H,},).$ 
Thiodimethylanilin Thiodiathylanilin 
die ,Oxyde“ durch Umsetzung mit ammoniakalischem Silber- 
oxyd erhalten.*) 
Nun geben die Lésungen der schwefel- und selenhaltigen 
1,1-Disaccharide beim Erwarmen mit Quecksilberoxyd Schwarz- 
farbung unter Bildung von Quecksilbersulfid bzw. -selenid. Die 


Zuckerlésung reduzierte allerdings nach dem Abfiltrieren des 
| Quecksilbersulfids bzw. -selenids Fehlingsche Liésung. Die 


Reaktion ging also wohl nicht ganz in der erwarteten Weise 
vor sich, sondern nach einem anderen Schema unter Aufnahme 
von Wasser, wobei Glucose gebildet wurde: 

R-S-R + HgO + H,O = 2R-OH + HgS. 


Die 1,1-Selenide geben ihr Selen sehr viel leichter ab als 
die Sulfide, so daB mit ihnen die Reaktion schon bei Zimmer- 
temperatur durchgefiihrt werden konnte, wobei die Hoffnung 
bestand, daB mehr oder weniger Disaccharid gebildet wiirde. 
Die so durch Umsetzen gewonnenen Lésungen, in denen also 
neben Glucose Disaccharid vermutet wurde, wurden zur Ent- 
fernung der Glucose mit Hefe vergoren. Es war zu erwarten, 
daB ein Disaccharid vom Typus der Trehalose durch Hefe 
nicht zerstért wiirde: In dem Filtrat des Garproduktes lieB 





1) Chem. Ber. Bd. 26, S. 2813 (1898). 

2) Chem. Ber. Bd. 27, S. 1761 (1894). 

*) Chem. Ber. Bd. 20, S. 1640 (1887); Bd. 21, S. 2056 (1888). 
: 5* 
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Bei diesen Zuckerderivaten sind also die Monosaccharidreste 
mit dem sogenannten C,-Atom an ein gemeinsames Schwefel- 
oder Selenatom gebunden. Ein analog gebautes Disaccharid 
aus der Sauerstoffreihe ist die in der Natur vorkommende 
Trehalose und die synthetisch erhaltene Isotrehalose. — 
Entsprechend ihrer Formel zeigen diese schwefel- und 
selenhaltigen Zucker keine Reduktion von Fehlingscher 
Lésung, sie sind durch Kochen mit Siuren spaltbar in 
die Monosaccharide und Schwefelwasserstoff bzw. Selen- 
wasserstoff, | 

AuBer den Acetobromzuckern, die das Brom am C,-Atom 
tragen, wodurch diese Verbindungen und ihre Derivate eine 
abnorme Labilitét bekommen (wohl durch Auflockerung der 
Bindung am C,-Atom durch den ebenfalls am C, gebundenen 
y-Oxydring), existieren noch andere Acetobromzucker, unter 
denen besonders die Tetraacetyl-6-bromglucose zu Reaktionen 
einlud. Ihre Umsetzung mit Kaliumsulfid, Kaliumselenid, 
Kalium-disulfid und Kalium-diselenid in alkoholischer Lésung 
bei ziemlich hoher Temperatur (etwa 130°) lieB ebenfalls 
gut krystallisierte Disaccharide entstehen, die gemif 
folgender Formel zwei reduzierende Gruppen  enthalten 
muBten, somit einen ganz neuen Typus von Disacchariden 
darstellten 4): 


CHOH-CHOH-CHOH.- oe an. 
re. O — />B)Be) Ses). 
CHOH -CHOH-CHOH-CH-CHOH-CH, 


Da, wie oben erwahnt, die geschilderte Reaktion unter 
Verwendung von Metalloxyden gar nicht oder nur sehr schwer 
durchfihrbar war, sollte nun versucht werden, aus diesen 
»Zuckersulfiden* ,Oxyde“ zu gewinnen. DaB es miglich ist, 
in organischen Sulfiden oder Seleniden den Schwefel oder das 
Selen gegen andere Atome auszutauschen, ohne daf eine 
Sprengung des Molekiils erfolgt, dafiir gibt es in der Literatur 





1) Wrede, Diese Zs. Bd. 115, S. 284 (1921). 
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mehrere Beispiele. Erwaihnt mag hier nur sein, das Krafft 
und Vorster’) aus 


C,H,;°S-C,H; + ) = C,H; : -C,H; ; 
Phenylsulfid Phenyldisulfid 


aus C,H; - -SO,- -C,H, + Se = C els -Se- - C,H, oa So, 
Sulfobenzid Phenylselenid 


Krafft und Lyons’) aus 


H, -SO,- CiH, + Se = = C,,H,° Se-C,.H, + SO, 
og Dinaphthylsulfon 6-Dinaphthylselenid 


gewinnen konnten. Auch konnte Holzmann aus 


(CsH, N(CH,},),S und (C,H, N [C,H;)},),8 
Thiodimethylanilin Thiodiathylanilin 
die ,Oxyde“ durch Umsetzung mit ammoniakalischem Silber- 
oxyd erhalten.*) 

Nun geben die Lésungen der schwefel- und selenhaltigen 
1,1-Disaccharide beim Erwirmen mit Quecksilberoxyd Schwarz- 
firbung unter Bildung von Quecksilbersulfid bzw. -selenid. Die 
Zuckerlésung reduzierte allerdings nach dem Abfiltrieren des 
Quecksilbersulfids bzw. -selenids Fehlingsche Lésung. Die 
Reaktion ging also wohl nicht ganz in der erwarteten Weise 
vor sich, sondern nach einem anderen Schema unter Aufnahme 
von Wasser, wobei Glucose gebildet wurde: 

R-S-R + HgO + H,O = 2R-OH + HgS. 


Die 1,1-Selenide geben ihr Selen sehr viel leichter ab als 
die Sulfide, so daB mit ihnen die Reaktion schon bei Zimmer- 
temperatur durchgefiihrt werden konnte, wobei die Hoffnung 
bestand, daB mehr oder weniger Disaccharid gebildet wiirde. 
Die so durch Umsetzen gewonnenen Lisungen, in denen also 
neben Glucose Disaccharid vermutet wurde, wurden zur Ent- 
fernung der Glucose mit Hefe vergoren. Es war zu erwarten, 
daB ein Disaccharid vom Typus der Trehalose durch Hefe 
nicht zerstért wirde: In dem Filtrat des Garproduktes lieB 





1) Chem. Ber. Bd. 26, S. 2818 (1893). 

2) Chem. Ber. Bd. 27, 8. 1761 (1894). 

%) Chem. Ber. Bd. 20, S. 1640 (1887); Bd. 21, S. 2056 (1888). 
5* 
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sich aber auch bei sorgsamster Aufarbeitung kein Disaccharid 
nachweisen. 

- Das als Lésungsmittel verwandte Wasser trug offenbar dic 
Schuld an dem MiBlingen der Reaktion; nun wurde statt 
dessen in alkoholischer Lisung die Umsetzung der 1, 1-Selenide 
versucht, die wegen ihrer leichteren Reaktionsfahigkeit den 
Vorzug verdienten. Hierbei bildete sich nur wenig Glucose, 


aber auch in nachweisbarer Menge kein Disaccharid; dafir § 


konnte #-Athylglucosid gewonnen werden: 
R-Se-R + HgO + 0,H,OH = R-0C,H, + R-OH + HeS. 


In dieser Reaktion ist somit eine neue Methode gegeben, | 


8-Glucoside darzustellen. 
Hydroxylhaltige Lésungsmittel stéren also, da sie sich an 


der Reaktion beteiligen; hydroxylfreie zu verwenden, ist nicht § 


angingig, da die freien Zucker sich in ihnen nicht lésen 
Léslich sind jedoch ihre Acetate. Als diese in Benzol oder 
Toluol gelést lingere Zeit mit Quecksilberoxyd gekocht oder 


auch im Bombenrohr erhitzt wurden, trat jedoch auch hier § 


eine Umsetzung im gewiinschten Sinne nicht ein. Entweder 
blieb die Reaktion ganz aus, oder es trat Abspaltung der 
Acetylgruppen und Oxydation des Zuckermolekils ein. — 


Ein Austausch des Schwefel- oder Selenatoms gegen§ 


Sauerstoff konnte trotz zahlreicher Versuche bei 
1,1-Schwefel- bzw. Selenzuckern oder ihren Acetyl- 
derivaten nicht erzielt werden. 

Auch der Versuch, in den oben erwahnten Disacchariden, 
die an dem ©,-Atom mit Schwefel bzw. Selen verbunden sind 
den Austausch gegen Sauerstoff vorzunehmen, miBlang, obgleich 
hier Kérper vorliegen, die durchaus die Kigenschaften alipha- 
tischer Sulfide oder Selenide haben, namentlich dann, wen 
die Hydroxylgruppen acetyliert oder alkyliert sind. 

Die Arbeiten von Krafft, Vorster und Lyons zeigen, 


daB die Sulfone ihre Sulfongruppe leichter austauschen, ali 


ihre Muttersubstanzen, die Sulfide. Nachdem nun die geschil- 
derten Plane sich als undurchfiihrbar gezeigt hatten, wurde 


versucht, die Oxydationsprodukte der Thiozucker darzustellen, § 
um sie zur Umsetzung zu benutzen. Diese Verbindunge § 
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waren zudem von einem gewissen biologischen Interesse. 
Schwefelsiurehaltige Glucosederivate wurden vielfach im Tier- 
und Pflanzenorganismus nuchgewiesen.') Eine Anzahl Schwefel- 
siureester wurden iibrigens auch schon synthetisch dargestellt.?) 

Die gewiinschte Oxydation des 1, 1-Diglucosylsulfids zum 
Sulfon gelang erst nach vielen Versuchen. Das Zuckermolekiil 
mit seinen zahlreichen reaktionsfahigen Hydroxylgruppen wird 


| allzu leicht durch Oxydetionsmittel angegriffen und zerstért. 


In den meisten Fallen entstand neben undefinierbaren orga- 
nischen Stoffen Schwefelsiure. Ein Erfolg war erst dann zu 
yverzeichnen, als die Hydroxylgruppen durch Acetylierung ge- 
schiitzt wurden. Das Acetylderivat wurde, in etwa 60°/, iger 
Essigsiure gelést, mit Kaliumpermanganat oxydiert, wobei in 
guter Ausbeute das krystallisierte Octaacetat des 1, 1-Diglu- 


cosylsulfons entstand. Durch nachtrigliches Abspalten der 


Acetylgruppen mit methylalkoholischem Ammoniak wurde das 


| Diglucosylsulfon selbst in schénen Krystallen erhalten. — In 


analoger Weise wurde die Oxydation des 1, 1-Digalactosyl- 
sulfids und die des Tetrasaccharids Dicellosylsvlfid durch- 
gefihbrt. In allen Fallen waren die Sulfone sowohl wie ihre 
Acetate gut krystallisiert.*) 





1) Tammann, Diese Zs. Bd. 9, S. 416 (1885); Smith, Diese Zs. 
Bd. 12, S. 419 (1888); Schmiedeberg, Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 28, 
S. 855 (1891); Charrin u. Desgrez, C. R. Bd. 126, 8.596 (1898); 
Mandel u. Levene, Diese Zs, Bd. 45, S. 8386 (1905); Mandel u. Neu- 
berg, Biochem. Zs. Bd. 13, S. 142 (1908); Hass, Biochem. Jl. Bd. 15, 
S. 469 (1921); Russel-Wells, Biochem. Jl. Bd. 16, S. 578 (1922); Neu- 


| berg u. Ohle, Biochem. Zs, Bd. 125, S. 811 (1921/22). 


*) Neuberg u. Mitarbeiter, Biochem. Zs. Bd. 23, 8. 517 (1910); 
Bd. 26, S. 514 (1910); Chem. Ber. Bd. 43, S. 2060 (1910); Neuberg u. 
Liebermann, Biochem. Zs. Bd. 121, S. 826 (1921); Ohle, Biochem. Zs. 
Bd. 181, 8. 601 (1922); Soda, Biochem. Zs. Bd. 135, S. 621 (1928). 

*) Anmerkung: Es wurde bei dieser Gelegenheit versucht, die 
Sulfide der Maltose und Lactose darzustellen. Die krystallisierte Octa- 
acetylmaltose la8t sich bekanntlich nicht in der itiblichen Weise in das 
Bromderivat iiberftihren; dies gelingt nur bei Einwirkung von ver- 
flissigtem, trocknem Bromwasserstoff. Die nach diesem umstindlichen 
und nicht ganz ungefihrlichen Verfahren gewonnene krystallisierte 
Heptaacetyl-Brommaltose lie8 sich mit Kaliumsulfid nicht in der ge- 
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Uber die Eigenschaften dieser neuen Klasse von Ver. 
bindungen ist folgendes zu sagen: Wahrend bei den Zucker- 
sulfiden die Spaltung durch Hydrolyse ziemlich schwer vor 
sich geht, scheint sie bei den Sulfonen mit betrichtlicher 
Leichtigkeit zu erfolgen. So wird beim Erhitzen der alkalisch 
gemachten Liésung sowohl Fehlingsche Liésung als auch 
Indigocarmin reduziert. Ebenso wird in schwach essigsaurer 
Lésung beim Erhitzen mit Phenylhydrazin das normale Pheny!- 
glucosazon gebildet. — Dabei ist in waBriger Lésung das 
Molekulargewicht des Sulfons dem verlangten Wert entsprechend, 
auf Grund der Reaktionen (Analyse, Entstehung, Zahl der 
Acetylgruppen usw.) ist an der Richtigkeit der Formel nicht 
zu zweifeln. 

Hine Spaltung durch Fermente lie8 sich dagegen nicht 
durchfiihren: Kmulsin und auch Hefe blieben ohne Einwirkung 
auf die —C-SO,-C-Grappierung. Dagegen wurde das Tetra- 
saccharid Dicellosylsulfon, wie ja zu erwarten war, durch 
Emulsin derart gespalten, daB zwei Glucosereste frei wurden. 
Nachdem die Glucose durch Hefe vergoren war, wurde acetyliert. 
Es hatte nun eigentlich das 1,1-Diglucosylsulfon als Acetat 
sich isolieren lassen miissen. Trotzdem dessen Krystallisations- 
fihigkeit auBerordentlich groB ist, gelang die Abscheidung 
nicht, wie sich ja auch frither das Diglucosylsulfid aus dem 
mit Emulsin gespaltenen Dicellosylsulfid nicht isolieren lieB. 

Merkwiirdigerweise lieBen sich bei dem Octaacetat des 
Digalactosylsulfons zwei verschiedene Formen gewinnen. Wenn 
die bei der Oxydation erhaltenen Krystallmassen aus Athyl- 
alkohol umkrystallisiert wurden, so waren unter dem Mikro- 
skop deutlich zwei Arten von Krystallen nebeneinander er- 
kennbar. Dementsprechend war auch der Schmelzpunkt dieses 





wiinschten Weise umsetzen. Es trat immer weitgehende Zersetzung ein. 
Dasselbe geschieht bei Verwendung der leichter zu erhaltenden Hepta- 
acetylbromlactose. Dieses Verhalten ist bemerkenswert und deutet 
darauf hin, daB die Konfiguration der Maltose und der Lactose vielleicht 
prinzipiell anders ist, als die der Cellobiose, da bei dieser die Umsetzung 
spielend leicht und mit guter Ausbeute zu erzielen war. 

1) Wrede, Diese Zs. Bd. 112, 8. 4 (1920). 
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Gemisches sehr unscharf. Wurde nun aus Methylalkohol um- 
krystallisiert, so bildeten sich nur feine Nadeln vom Schmelz- 
punkt 175°, wurde dagegen aus Benzol umkrystallisiert, so 
pildeten sich grobe, derbe Krystalle vom Schmelzp. 149°. Diese 
beiden Formen lieBen sich durch Umkrystallisieren aus Benzol 
oder Methylalkohol ineinander umwandeln. Auch lieB sich 
aus einer tibersittigten Lésung in Athylalkohol durch Animpfen 
mit einheitlichem Material die Krystallisation in dem einem 
oder anderem Sinne leiten. — Die Menge Material, die zur 
Verfiigung stand, war leider nicht gro8B genug, um diese inter- 
essante Erscheinung aufzuklaren. (Wahrend die Ausbeute an 
Diglucosylsulfon sehr gut war, lieB die an Digalactosylsulfon 


‘recht zu wiinschen iibrig.) — Die Beobachtung ist vielleicht 


so zu erklaren, daB es sich um eine Art Keto—Enol—Tautomerie 
handelt gem&8 folgender Formulierung’): 





CH,Oac. CH,Oae. CH,Oac. CH,Oae. 
CH: Qac. CH. Qae. CH-Oac. CH-Oac. 
CH CH CH CH 
b CH-Oac. é CH: Oae. CH-Oac. - CH-Qac. . 
> oem \o , eae l CH-Oac. 
sO  apeceemaeic.. CH 
H 0, H OH 


Die Molekulargewichtsbestimmung und die Analyse gab fir 
beide Kérper gleiche Werte. Die polarimetrische Verfolgung 
der Umwandlung zum Gleichgewicht hin gab keine ganz ein- 
deutigen Resultate, da die Differenz der Drehwerte nicht groB 
genug ist oder die Umwandlung zum Gleichgewicht sich auch 
zu schnell vollzieht. — Die Untersuchung der Kérper auf ibr 
chemisches Verhalten ist vorgesehen. — Zu erwihnen ist iibrigens, 





1) Derartige Verhiiltnisse sind in der Literatur wiederholt be- 
obachet worden, z. B. bei den o-Sulfon-difettsiureestern [vgl. Lovén, 
Chem. Ber. Bd. 17, S. 2818 (1884); Jl. fiir prakt. Chem. Bd. 33, S. 113 
(1886)], obwohl die Erklirung dieser Verhiiltnisse nicht richtig, zum 
wenigsten in anderer Weise gegeben wurde. R. Ahlberg fihrte neuer- 
dings verschiedene Beweise dafiir an, daB es sich um eine Keto- 
Enoltautomerie in dem oben erwahnten Sinne handeln miisse. [Jl. fiir 
prakt. Chem. Bd. 107, S. 241 (1924)]. _ 
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daB die Isomerie nur bei den Acetaten zu beobachten ist, 
nicht bei dem freien Sulfon. Beide Formen der Acetate geben 
dasselbe Verseifungsprodukt, das sich durch Acetylieren dann 


wieder, je nach Wahl des Lésungsmittels, in die eine oder § 


die andere Form iiberfiihren aft. — Ahnliche Verhiltnisse 
wie beim Acetat des Digalactosylsulfons scheinen auch bei 
dem des Dicellosylsulfons vorzuliegen, das die Kigentiimlichkeit 
zeigt, zwei verschiedene Schmelzpunkte zu haben. (Siehe 
experimenteller Teil.) Eine Isolierung der beiden Formen 
durch Krystallisation aus Lisungsmitteln lieB sich jedoch hier 
nicht durchfiihren. 

Bei dem Studium der Oxydation der 1,1-Sulfide wurde 
dann auch versucht, die 1,1-Selenide zu oxydieren. Dabei 
erfolgt aber selbst bei vorsichtigstem Arbeiten eine Abspaltung 
des Selens von dem Zuckerrest. Auch der Versuch der Oxy- 
dation der 1,1-Disulfide*) fihrte zu keinem faBbaren Ergebnis. 
Dagegen lieBen sich die Sulfide und Selenide, bei denen 
Schwefel und Selen an das C,-Atom gebunden ist, leicht oxy- 
dieren, da ja die Bindung am C,-Atom sehr viel fester ist, 
so daB eine Spaltung des Molekiils nicht stattfand. Aus dem 
Acetat des Dimethylglucosids des Bis-(glucosyl-6-) sulfids *} wurde 
das entsprechende Sulfon krystallisiert erhalten: 


OCH, OCH, 
(CH-CH . CH -CH-CH-CH,),8 = (CH-CH : CH -CH-CH-CH,),S0, 
| Oac. Oac. Oac. | Oac. Oac. | Oac. ’ 
O | 0 











aus dem Acetat des Dimethylglucosids des Bis-(glucosyl-6-) sele- 


nids wurde das entsprechende Selenoxyd krystallisiert ge- 
wonnen: 


OCH, OCH, 
(CH-CH , CH -CH-CH-CH,),Se = (CH-CH : CH -CH -CH-CH,),Se0 
Oac. Oac. | Oac. | Oac. Oac. | Oac. : 
O O 











1) Wrede, Chem. Ber. Bd. 52, S. 1756 (1919). 
*) Wrede, Diese Zs. Bd. 115, 8. 292 (1921). 
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Diese Verbindungen sind im Gegensatz zu den 1,1-Sulfonen 
relativ bestindig, werden z. B. beim Kochen mit Alkali nicht 
verandert. 

Die Umsetzung dieser Oxydationsprodukte soll weiter 
studiert werden. 


Methodischer Teil. 


Die Beschreibung der Versuche zur Umsetzung der Sulfide 
und Selenide mit Quecksilberoxyd soll hier nicht erfolgen, da 
sie das gewiinschte Ziel nicht erreichen lieBen.’) Von all- 
gemeinerem Interesse ist die 


Darstellung von 6-Athylglucosid aus Diglucosylselenid. 


1g krystallisiertes Diglucosylselenid, das vor dem Sulfid wegen 
seiner leichten Umsetzbarkeit den Vorzug verdient, wird in 30 cem 
90°/,igem Athylalkohol gelést und mit einigen Gramm Quecksilberoxyd 
geschiittelt. Nach 2 Stunden ist die Bildung des Quecksilberselenids 
beendet. Es wird durch Kieselgur filtriert, das Filtrat wird im Vakuum 
eingedampft; der Riickstand wird in Wasser gelést und 24 Stunden mit 
Hefe vergoren. Nach dem Abfiltrieren der Hefe wird zur Trockne ge- 
bracht und acetyliert (Pyridin—Essigsiureanhydrid, 0°). Aus dem Acety- 


| lierungagemisch 148t sich das Acetat des 6-Athylglucosids krystallisiert 


abscheiden. 


6,082 mg Substanz gaben 11,888 mg CO, u. 3,496 mg H,O. 
5,582 mg o » 10,467 mg CO, u. 3,235 mg H,0O. 
OF | A Oe (376,38) Ber. 51,04 a f C 6,43 %%y H 
: Gef. 51,26 6,47 
51,15 6,49 


Der Schmelzpunkt der Verbindung liegt, wie verlangt, bei 106°. 


1,1-Octaacetyl-diglucosylsulfon. 


0,7 g Octaacetyl-diglucosylsulfid werden in 25 ccm Eisessig gelést, 
dazu allmahlich 20 ccm einer Kaliumpermanganatliésung (4,22°/,ig = 
4 Atome Q) gegeben. Der violette Ton des Permanganats schligt all- 
mihlich in braunrot um. Nach einigen Stunden wird schnell aufgekocht 
und mit der dreifachen Menge Wasser versetzt. Nach mehreren Stunden 
Stehen in der Kilte wird durch Kieselgur abgesaugt, der Riickstand 
wird mit Methylalkohol ausgekocht; aus dem Filtrat krystallisiert das 
Sulfon in langen Nadeln. 





1) Vgl. W. Zimmermann, Dissertation, Greifswald 1925. 
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6,254 mg Substanz gaben 10,601 mg CO, u. 2,878 mg #0. 

0,2979 g ‘ » 0,0964 ¢ BaSO,. 

0,3857 g te »  0,1080 g BaSO,. 

28,78 mg Substanz brauchten 7,40 cem n/100-NaOH (F = 1,084).") 


CosHyg020S (726,5) Ber. 46,27, C 5,279, H 4,41% 8 


Gef. 46,24 5,15 4,45 
a we 4,42 
“ne ams 4,47 


Molekulargewichtsbestimmung. 


1. 0,1858 g Substanz gaben in 11,45 g Nitrobenzol eine Gefrierpunkts. 
erniedrigung von 4 = 0,115°. 
2. 0,290 mg Substanz gaben in 2,761 mg Campher eine Schmelzpunkts- 
erniedrigung von 4 = 5,4°. : 
Molekulargewicht C,,H,,0,,8 Ber. 1726 Gef. 729; 1778. 


Optisches Verhalten: 


1. 0,1592 g in Essigester zu 5 ccm gelést, zeigten im 20-cm-Rohr 
a = — 2,90°; [ole = — 45,5° 

2. 0,1548 g ebenso: a = — 2,84°; [a]2° = — 46,0°. 

3. 0,1069 g in Acetylentetrachlorid zu 5 ccm gelést, zeigten im 20-em-Rohr 
a = — 0,89°; [a]%° = — 20,8° 

4. 0,1259 g bein: a =— 1,00°; [a]2,° =— 19,9° 

Mutarotation wurde nicht beobachtet. 


Das 1,1-Octaacetyl-diglucosylsulfon schmilzt bei 189°, lést sich leicht 
in Chloroform und Essigester, schwer in kaltem Methyl- und Athy]- 
alkohol sowie in Benzol. Es gibt mit alkalischer Bleioxydlésung auch 
bei langdauerndem Kochen keine Bleisulfidreaktion. Nach wiederholtem 
Abrauchen mit konzentrierter Salpetersiure entsteht mit Bariumchlorid 
ein Niederschlag von Bariumsulfat. — Es wurde nur in einer Modi- 
fikation erhalten (vgl. dagegen das entsprechende Galactosederivat). Auch 
aus Benzol bildeten sich immer nur Krystalle vom Schmelzp. 189°. 


Ubrigens entstanden beim Zusatz von kleineren Mengen Kalium- 
permanganat (2 Atome Sauerstoff) Kérper, die einen niedrigeren Schmelz- 
punkt zeigten. Sie gaben noch schwache Schwefelbleireaktion. DaB es 
sich nicht um das Sulfoxyd handelt, geht daraus hervor, da8 nach dem 
Verseifen mit methylalkoholischem Ammoniak das Diglucosylsulfid und 
das Diglucosylsulfon durch fraktionierte Krystallisation nebeneinander 
gewonnen werden konnten. Eine solche Trennung ist bei den Acetaten 
nicht ohne weiteres méglich. 





1) Schwefelbestimmung nach Pregl. 
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1,1-Diglucosylsulfon. 


1,0g des soeben beschriebenen Acetats werden mit 30 cem bei 0° 
gesittigtem methylalkoholischen Ammoniak 12 Stunden im Eisschrank 
aufbewahrt, wobei bis zur Lésung der Krystalle des dfteren geschiittelt 
wird. Dann wird im Vakuum zum Sirup eingedampft, dieser wird in 
wenig Wasser aufgenommen. Es wird filtriert und mit Alkohol versetzt, 
bis eine geringe Triibung auftritt, Beim Stehen im Eisschrank krystalli- 
siert das 1,1-Diglucosylsulfon fast quantitativ aus (0,45 g). Die Krystalle 
enthalten Krystallwasser, das im Vakuum bei 80° entweicht. 


5,280 mg Substanz gaben 6,556 mg CO, u. 2,880 mg H,O. 
0,1731 g »  verloren im Vakuum (48 Stunden, 80°, iiber 


| P,0,) an Gewicht 0,0189 g. 


0,1940 g Substanz verloren ebenso 0,0158 g. 
C,.H 40,5 + 2H,O (426,2) 


Ber. 33,80°/, C 6,15 °/, H 8,45 %/, H,O 
Gef. 38,87 6,10 8,08 
a ne 8,14 


10,295 mg der getrockneten Substanz gaben 13,824 mg CO, und 
5,428 ¢ HO. 
0,1782 g Substanz gaben 0,1066 g BaSQ,. 


0,1592 g . »  0,0956 g BaSQ,. 
C,,H.,9,,8 (390,2) Ber. 36,92 *, C 5,69 *o H 8,22 a. S 
Gef. 36,68 5,90 8.22 


— ~ 8,25 
Molekulargewichtsbestimmung. 


1. 0,2140 g Substanz (ungetrocknet) gaben in 9,15 g H,O eine Gefrier- 
punktserniedrigung von 4 = 0,107°. 
2. 0,3190 g Substanz (ungetrocknet) gaben in 9,15 g H,O eine Gefrier- 
punktserniedrigung von 4 = 0,157°. 
Molekulargewicht C,.H,.0,,8 Ber. 390,2 Gef. 404; 411 


Optisches Verhalten. 


1, 0,1870 g Substanz (krystallwasserhaltig) in Wasser zu 5 ccm gelést, 
gaben im 20-cm-Rohr « = — 2,85°; [a]2° = — 38,1°. 
2. 0,1476 g ebenso: a = — 2,25°; [a]2° = — 38,1°. 
Mutarotation wurde nicht beobachtet. 
Der Schmelzpunkt der wasserhaltigen Krystalle ist nicht ganz 


Scharf ungeféhr bei 118°. Bei 128° tritt Aufschiumen ein. Das wasser- 


freie Priparat schmilzt bei 129°, bei héherer Temperatur erfolgt Zer- 
setzung unter Braunfirbung. Auch Erwiirmung auf 100° fihrt nach 
einiger Zeit zur Zersetzung. Das Diglucosylsulfon lést sich leicht in 
Wasser, sehwer in Athylalkohol. Wird eine wiB8rige Lisung mit etwas 
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Essigsiure und Phenylhydrazin erhitzt, so entsteht das gewdhnliche 

Phenylglucosazon. Die wiBrige Lésung reduziert alkalische Indigo. f 
carminlésung, ebenso Fehlingsche Lésung beim Erhitzen. Durch 
Quecksiberchlorid entsteht beim Erhitzen eine weiSe Fillung (Kalomel?, 


Reacetylierung. 
Die Reacetylierung des Sulfons zu dem eingangs beschriebenen 
Acetat 1i8t sich durch Erhitzen mit Natriumacetat und Essigsiure. 
anhydrid leicht durchfiihren (2 Stunden Wasserbadtemperatur). 


Einwirkung von Fermenten. 


1. 0,5 g des Sulfons werden in 15 com Wasser gelést und mit 
Bierhefe in einem Girréhrehen 48 Stunden bei 87° aufbewahrt. Es 
entsteht keine Kohlensiure. Die Lésung wird dann von der Hefe ab- 
filtriert, eingedampft und wie beschrieben acetyliert, wobei sich das 
Acetat vom Schmelzp. 189° wiedergewinnen laBt. Es ist also durch 


Hefe keine Spaltung erfolgt. 
2. In gleicher Weise wird eine Lésung des Sulfons mit Pew 


unter Toluolzusatz 2 Tage aufbewahrt. Auch hier gelingt die Isolierung 
des Acetats. 


Octaacetyl-1,1-Digalactosylsulfon. 


Die Ausbeute bei der Darstellung des Octaacetyl-digalactosylsulfids, 
die Schneider?) erzielt haben will, konnte nicht erreicht werden. Bei 
mannigfachen Versuchsanordnungen wurde durchschnittlich aus 10g Aceto- 
bromgalaktose nur 1,6 g des Acetats gewonnen. 

0,7 g des Octaacetyl-digalactosylsulfids werden in 25 ccm Eisessig 
gelést und mit 10 ccm einer Kaliumpermanganatlésung (8,44 °/,ig) ver- 
setzt. Nach einigen Stunden wird schnell aufgekocht und mit 75 ccm 
Wasser versetzt. Die Aufarbeitung ist wie die des Glucosederivats. 
Wird das Rohprodukt aus Athylalkohol umkrystallisiert, so ist der 
Schmelzpunkt unscharf. Man erkennt unter dem Mikroskop deutlich 
zwei verschiedene Formen von Krystallen. Der Kérper tritt in zwei 
isomeren Formen auf. 

i. Durch Krystallisieren aus Methylalkohol entstehen immer ein- 
heitliche feine Nadeln vom Schmelzp. 175°. 

2. Durch Krystallisieren aus Benzol entsteht immer ein Kérper 
vom Schmelzp. 149° in Form von derben Blittchen. 

Wird die warme fthylalkoholische Lésung mit einer Spur der 
reinen Form angeimpft, so kann man die Krystallisation nach Wunsch 
leiten. Die eine Form la8t sich quantitativ durch entsprechendes Av- 
impfen in die andere itiberfiihren. 





1) Chem. Ber. Ba. 52, S. 2147 (1919). 
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Form 1. Nadeln vom Schmelzp. 175°. 


7,057 mg Substanz gaben 11,970 mg CO, u. 3,380 mg H,0. 
30,12 mg Substanz brauchten 7,65 cem n/100-NaOH (F = 1,084). 


28,30 mg ” “9 7,30 com mA Re 
CosHssQ209 (726,5) Ber. 46,27°/, C 5,27°, H 4,41°/, S 
Gef. 46,27 5,36 4,41 
“= — 4,48 


Molekulargewichtsbestimmung. 


1. 0,885 mg Substanz gaben in 3,204 mg Campher eine Depression von 
A= 6,75°. 
2, 0,250 mg Substanz gaben in 2,540 mg Campher eine Depression von 
A = 5,5°. 
Molekulargewicht C,,H;,0,.5 Ber. 726 Gef. 712; 716 
Optisches Verhalten. 


1. 0,2051 g Substanz mit Benzol zu 20 cem geliést, gaben im 22-em-Rohr 
a =— 0,12; [a]29 = — 5,82°. 

2. 0,0590 g Substanz mit Benzol zu 5 cem gelést, gaben im 20-cm-Rohr 
a =— 0,13°; [a]9° = — 5,51° 

Die Drehung war wiihrend 15 Stunden konstant. 


Form 2. Derbe Blattchen vom Schmelzp. 149°. 


6,089 mg Substanz gaben 10,316 mg CO, u. 2,755 mg H,0O. 
23,88 mg »  brauchten 6,40 com n/100-NaOH (F = 1,051). 


25,43 mg ” ” 6,65 com ” ” 
CogHgg0495 (726,5) Ber. 46,27°, C §,27°, H 441°, S 
Gef. 46,22 5,06 4,52 
— — 4,41 


Molekulargewichtsbestimmung. 


1. 0,301 mg Substanz gaben in 3,087 mg Campher eine Depression von 
4 = 5,4°. 


| 2. 0,424 mg Substanz gaben in 3,654 mg Campher eine Depression von 


A = 6,6°. 
Molekulargewicht C,,H,,0,,8 Ber. 126,5 Gef. 722; 7038 


Optisches Verhalten. 
1, 0,1150 g Substanz mit Benzol zu 5 cem geldést, zeigten im 20-cm-Rohr 
a = — 0,40°; [a]2° = — 8,70° 
2. 0,1091 g Substanz ebenso: « = — 0,37°; [a]2,° = — 8,48° 
3.0,0947¢ ,, » 1 @=— 0,81; [a]Z° = — 8,18° 


_ Die Werte blieben innerhalb von 2 Tagen konstant. 


Dagegen schien im Methylalkohol eine Anderung der Daehing 
bemerkbar zu sein: : 
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1. 0,0529 g Substanz mit Methylalkohol zu 5 cem gelést, zeigten im 20-em-Rohr 
nach 1 Stunde « =+ 0,06°; [a]2° = + 2,83° 


» 18 4» @=+0,11°; [a]i® = + 5,20° 
2. 0,0421 g Substanz zeigten ebenso: 
nach 1 Stunde a = + 0,06°; [a]2° = + 3,56° 


» 18 4 @=+0,10%; [o]2° = + 5,94° 
3. 0,2018 gSubstanz mit Methylalkohol zu20 ccm gelést, zeigtenim 22-em-Rohr 
nach 1 Stunde « = + 0,08°; [a]2° = + 3,60° 


» 18 4 a@ = +0,12° (o]2° = + 5,41° 


Die beiden Isomeren des Octaacetyl-digalactosylsulfons lésen sich 
schwer in Alkohol und in Benzol, leicht in Eisessig. Sie krystallisicren 
ohne Lésungsmittel; wenigstens konnte beim Erhitzen im Vakuum iiber 
P.O, kein Gewichtsverlust festgestellt werden. 


1,1-Digalactosylsulfon. 


1 g des Octaacetyl-digalactosylsulfons (entweder vom Schmelzp. 175° 
oder 149°, das Verseifungsprodukt ist in beiden Fillen das gleiche) 
werden in 10 cem methylalkoholischem Ammoniak unter Schiitteln bei 
0° gelést. Nach 12 Stunden Stehen im Eisschrank wird im Vakuum 
eingedampft, der Riickstand wird in wenig Wasser gelést und mit 
Alkohol bis zur Triibung versetzt. Die Krystallisation, die eventuell 
durch Reiben ausgelést werden mu8, ist nach 24 Stunden vollstindig. 

51,6 mg Substanz zeigten im Vakuum bei 78° iiber P.O, keinen 
Gewichtsverlust. 

5,183 mg Substanz gaben 6,976 mg CO, und 2,470 mg H,0O. 

13,28 mg ¥ brauchten 6,40 eem n/100-NaOH (F = 1,051). 


15,40 mg a 7,49 ccm n/100-NaOH (F = 1,051). 
C,,H,.0,.8 (890,2) Ber. 36,92, C 5,699, H 8,229, § 
Gef. 36,72 5,33 8,12 
ae _ 8,19 


Optisches Verhalten. 
1. 0,0578 g Substanz mit Wasser zu 5 ccm elie zeigten im 20-cm-Robr 
a =— 0,05°; [a]2° = — 2,16° 
2. 0,0736 g Substanz ebenso: « = — 0,06°; [a]29 =— 2,04° 


Mutarotation wurde nicht beobachtet. 

Das Digalactosylsulfon bildet weiBe Krystalle, die sich bei 182° 
unter Aufschiiumen zersetzen; es list sich leicht in Wasser, schwer in 
Alkohol. Fehlingsche Lésung wird ebenso wie beim entsprechenden 
Glucosederivat beim Erhitzen reduziert. Die Reacetylierung gelingt nur 
bei vorsichtigem Arbeiten, am besten bei Anwendung von Pyridin—Essig- 
siureanhydrid (24 Stunden 0°). 








Lohr 
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Tetradekaacetyl-1,1-Dicellosylsulfon. 


0,6 g des Tetradekaacetyl-dicellosylsulfids werden in 30 cem Eisessig 
gelist und in mehreren Portionen mit 25 ccm einer Kaliumpermanganat- 
lésung (4,22°/,ig) versetzt. Nach einigen Stunden wird aufgekocht, 
mit Wasser versetzt und nach einigem Stehen in der Kilte filtriert. 
Der Filterriickstand wird mit Methylalkohol aufgekocht. Aus dem 
Filtrat krystallisieren 0,4 g des Tetradekaacetyl-dicellosylsulfons in 
langen Nadeln aus. 

4,445 mg Substanz gaben 7,740 mg CO, und 2,177 mg H,0. 

47,08 mg 7 brauchten 7,12 cem n/100-NaOH (F = 1,051). 


47,62 mg me - 7,05 cem n/100-NaOH (F = 1,051). 
CseHy,Ose8 (1808) Ber. 47,919, © 5,42%, H  2,46°/, S 
Gef. 47,50 5,48 2,55 
—_ — 2,50 


Molekulargewichtsbestimmung. 
1. 0,424 mg Substanz gaben in 4,49 mg Campher eine Bite iii 


depression von 4 = 3,2°. 
2. 0,202 mg Substanz gaben in 1,888 mg Campher eine Depression von 


A = 8,6°. 
Molekulargewicht C,.H,.0,,5 Ber. 1303 Gef. 1180; 1189 
Optisches Verhalten. 


1. 0,2011 g Substanz in Chloroform zu 5,3 cem gelést, zeigten im 20-em-Rohr 


a =— 1,51°; [a]2° = — 19,9° 
2. 0,1146 g Substanz ebenso zu 5,0 ccm: a = — 0,91°; [a]2° =— 19,9°. 
Mutarotation war nicht festzustellen. 

Das Tetradekaacetyl-dicellosylsulfon bildet wei8e Krystallnadeln, 
die bei 162° zusammensintern. Bei weiterem Erhitzen wird die triibe 
Schmelze wieder fest und schmilzt dann bei 238° unter Zersetzung. 
Wird diese triibe Schmelze schnell abgekihlt, und von dieser Masse 
der Schmelzpunkt bestimmt, so zeigt sich, daB ohne vorheriges Sintern 
der Schmelzpunkt bei 238° liegt. Es handelt sich wahrscheinlich um 
eine Umlagerung bei 162° zu einer anderen Form. Die auf 170° erhitzte 
und schnell abgektihlte Form zeigt tibrigens nach dem Lésen in Chloro- 
form dieselbe spezifische Drehung wie der urspriingliche Kérper. Durch 


| Umkrystallisieren aus Alkohol wird das Acetat vom Sinterpunkt 162° 


wiedergewonnen. — Das Acetat lést sich schwer in kaltem, leicht in 
hei8em Alkohol, auch leicht in Eisessig und in Chloroform. 


1,1- Dicellosylsulfon. 


: lg des Tetradekaacetats wird in gleicher Weise, wie oben fir 
das Glucosederivat beschrieben, verseift. Die Ausbeute an Krystallen 
ist 0,4—0,5 g. Diese werden flach ausgebreitet an der Luft etwa 
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1/, Stunde getrocknet. Sie enthalten Krystallwasser, das im Vakuum be; 
78° tiber P,O, abgegeben wird. 

6,485 mg Substanz gaben 8,685 mg CO, und 3,475 mg H,0O. 

30,08 mg is brauchten 7,57 ecm n/100-NaOH. 


29,72 mg - ‘s 7,44 com n/100-NaOH. 
1, 88,3 mg Substanz verloren bei 78° im Vakuum iiber P,O, 8,2 mg. 
2. 184,6 mg Substanz _,, hee ” ” » 12,5 mg. 


O,,H 0.8 + 4H,0 (786,4) 
Ber. 36,649, C 6,419, H 4,089, S  9,16%, H,O 
Gef. 36,54 6,00 4,08 9,29 

— _ 4,01 9,29 


Optisches Verhalten. 
1. 0,1201 g Substanz in Wasser zu 5 cem gelist, zeigten im 20-cm-Rohr 
a =— 1,70°; [a]? = — 35,4°. 
2. 0,0650 g Substanz ebenso: « = — 0,91°; [a]2° = — 35,0°. 

Das Dicellosylsulfon krystallisiert in weiBen Krystallen, die an der 
Luft unter Wasserabgabe leicht verwittern. Sie schmelzen unscharf 
oberhalb 100°, schiumen auf und zersetzen sich tiber 150°. Fehlingsche 
Lésung wird reduziert wie durch die anderen Sulfone auch. ~ Durch 
Erhitzen mit Natriumacetat und Essigsiureanhydrid auf dem Wasserbad 
1aBt sich das Sulfon reacetylieren. Das erhaltene Produkt ist identisch 
mit dem oben beschriebenen Acetat. 


Einwirkung von Fermenten. 


1. 0,5 g des Sulfons werden in 10 ecm Wasser gelést und mit 
Bierhefe in einem Girréhrehen bei 37° aufbewahrt. Es entsteht keine 
Kohlensiure. Die Lésung wird von der Hefe abfiltriert, eingedampft 
und wie oben beschrieben acetyliert, wobei sich das Tetradekaacetat 
vom Schmelzp. 238° wieder gewinnen laBt. 

2. In gleicher Weise wird eine Lésung des Sulfons mit Emulsin 
unter Toluolzusatz 2 Tage aufbewahrt. Die Lésung wird vom Emulsin 
abfiltriert und mit Hefe 2 Tage bei 37° vergoren. Es entsteht Kohlen- 
siure. Die Lésung wird dann von der Hefe befreit, eingedampft und 
acetyliert. Dabei entsteht weder das Tetradekaacetyl-dicellosylsulfon, 
noch das erwartete Octaacetyl-diglucosylsulfon vom Schmelzp. 189°. 


Hexaacetat des Dimethylglycosids des 
Bis-(glucosy1-6-)sulfons. 


0,35 g Dimethylglucosid des Hexaacetyl-Bis-(glucosyl-6-) sulfids wird 
in 12,5 cem Eisessig gelést und mit 6 cem Kaliumpermanganatlisung 
(8,22 °/ig) versetzt. Nach mehreren Stunden wird rasch aufgekocht, mit 
Wasser versetzt und nach einigem Stehen filtriert, Aus dem Riickstand 
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wird mit heiBem Methylalkohol der gesuchte Kérper extrahiert, der beim 
Abkthlen krystallisiert. 
6,800 mg Substanz gaben 11,580 mg CO, u. 8,640 mg H,0. . 
6,181 mg i » 8,822 mg CO, u. 2,720 mg H,0. 
20,157 mg =,  brauchten 6,12 cem n/100-NaOH. 
CoeHaer98 (670,8) Ber. 46,579, C 5,719, H 4,78 % 
Gef. 46,26 5,99 4,86 
46,45 5,88 a 


Molekulargewichtsbestimmung. 


0,309 mg Substanz gaben in 2,849 mg Campher eine Depression von 
A = 6,3° 

Molekulargewicht C,,H;,0,,8 Ber. 670,3 Gef. 689. 

Das Sulfon bildet wei8e Krystillchen, die bei 282—283° schmelzen. 
Es lést sich schwer in kaltem Alkohol, nicht in Wasser, dagegen leicht 
in Eisessig. Von einer Polarisation und von der Verseifung wurde 
wegen der zur Verfiigung stehenden geringen Menge des kostbaren 
Kérpers abgesehen. : 


Hexaacetat des Dimethylglucosids des 
Bis-(glucosyl-6-)selenoxyds. 


0,7 g des entsprechenden Selenids werden in 5 ccm Eisessig gelést 
und mit 15 ccm einer Kaliumpermanganatlisung (8,44 °/,ig) versetzt. 
Nach einigen Stunden ist die Farbe des Permanganats in braun um- 
geschlagen; es wird nun nicht wie bei den friiheren Versuchen auf- 
gekocht, sondern gleich mit 25 com Wasser versetzt. Beim Stehen iiber 
Nacht scheidet sich das Selenoxyd in langen Nadeln aus. Es wird ab- 
filtriert und vom Braunstein durch Lésen in Methylalkohol getrennt. 


6,526 mg Substanz gaben 10,530 mg CO, u. 3,405 mg H,0. 
40,420mg ,,  brauchten 5,6 cem n/100-NaOH (F = 1,03). 


CyeHsg0,,Se (701,5) Ber. 44,509, C 5,469 H  11,80% Se 
Gef. 44,02 5,84 11,31 
Molekulargewichtsbestimmung. 
0,2876 g Substanz gaben in 8,093 g Eisessig eine Depression von 
4 = 0,182 ° 
Molekulargewicht C,,H,,0,,Se Ber. 701,55 Gef. 1762. 


Eine Bestimmung nach Rast') in Campher war nicht durchfihrbar, 
da hierbei Zersetzung erfolgt. 





1) Diese Zs. Bd. 126, S. 100 (1922). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXLVIII. 6 
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82 Wrede u. Zimmermann, Uber Versuche usw. 


Optisches Verhalten. 


1. 0,1002 g Substanz mit Chloroform zu 5 cem gelést, zeigten im 20-cm 
Rohr « = — 0,76°; [a]}° = — 19,0° 

2. 49,8 mg ebenso: « = — 0,38°; [a]2° =— 19,1°. 
8. 0,1042 g ebenso: « = — 0,78°; [a]2° = — 18,7° 

Der Kérper schmilzt bei 231°, lést sich leicht in Chloroform, Eis. 
essig und heiBem Alkohol, sechwer in kaltem Alkohol und kaltem Benzo], 
Er 148t sich mit methylalkoholischem Ammoniak leicht verseifen; das 
verseifte Produkt ist aber nicht zur Krystallisation zu bringen. DaB dic 
amorphe Substanz noch unzersetzt ist, geht daraus hervor, da8 sie sich 
mit Essigsiureanhydrid—Pyridin in das krystallisierte Acetat vom Schmel:- 
punkt 232° zuriickverwandeln laBt, 





Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken 
wir fir die Uberlassung der Chemikalien und Apparate, die 
zur Durchfihrung der Arbeit nétig waren. 
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Beitrige zur Kenntnis einiger Skleroproteine. 
Von 


Zdenko Stary und Ingomar Andratschke. 





(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der deutschen Universitat Prag.) 
(Der Redaktion zugegangen am 26. Juni 1925.) 


Die eigentiimlichen physikalischen und chemischen Kigen- 
schaften der Skleroproteine, die AnlaB zu ihrer Abgrenzung 
von den anderen EiweiBkérpern gegeben haben, aus ihrem 
chemischen Aufbau zu erklaren, ist Gegenstand zahlreicher 
Untersuchungen gewesen. Verschiedene, besonders histologische 
Beobachtungen deuten darauf hin, da8 Skleroproteine z. B. 
Keratine, durch Umwandlung zunichst fermentativ leicht abbau- 
barer KiweiBkérper entstehen kénnen. In einleuchtender Weise 
hat einen solchen Nachweis Krukenberg?) erbracht, der 
zeigen konnte, daB die hornigen Kihiute von Scyllium stellare 
von eiweiBverdauenden Fermenten nicht angegriffen werden, 
wenn sie ausgetragenen Hiern entnommen sind, dem peptischen 
KiweiBabbau aber unterliegen, wenn die Hier unreif aus dem 
Uterus des Muttertieres genommen werden. 

Bei derartigen Untersuchungen dachte man wiederholt an 
eine Erhéhung der Resistenz durch Kinlagerung anorganischer 
Substanzen. Eine groBe Anzahl von Untersuchern hat sich 
demnach mit dem Aschengehalt der Skleroproteine verschiedener 
Tierarten und verschieden alter Individuen derselben Tierart 


‘tinea, 


4) Krukenberg, Mitt. der zool. Station Neapel Bd. 6, S. 295 (1888); 
vgl. auch Neumeister, Zs. Biol. Bd. 31, 8. 418 (1895). 
6* 
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84 Zdenko Stary und Ingomar Andratschke, 


beschaftigt.1) Andererseits vermutete man Beziehungen zwischen 
dem hohen Schwefel- bzw. Cystingehalt einiger dieser Proteine 
und ihrer physiologischen Funktion. Doch hat es sich ergeben, 
daB weder die mechanische Resistenz, noch die Wider- 
standsfaihigkeit gegeniiber spaltenden Agenzien (Saéuren und 
Fermente) von hohem Aschen- oder Cystingehalt abhingig 
sein muB, da sowohl aschefreie als auch cystinfreie Sklero. 
proteine bekannt sind.*) Auch in anderen Verschiebungen der 
Zusammensetzung der Skleroproteine gegeniiber den eigent- 
lichen EKiweiBkérpern hat man die Ursache der ,,Keratinisation‘ 
sehen wollen. So hat Abderhalden und Fuchs‘) festgestellt, 
daB der Gehalt an Glutamminsiure beim Rinderhorn im Alter 
abnimmt. U. Sammartino‘) hat den Reichtum der Keratine 
an aromatischen Aminoséuren betont. 

Da itiber viele der nur schwerer zuginglichen Sklero- 
proteine nur vereinzelte Literaturangaben vorlagen, haben wir 
eine Reihe dieser Stoffe einer vergleichenden Untersuchung 
unterzogen. Zur Verfiigung standen uns fiir unsere Versuche: 
Gorgonin, die hornige Grundsubstanz des Achsenskeletts von 
Gorgonia Cavolinii, das Conchiolin, die keratinartige Sub- 
stanz, die nach Extraktion des Kalks aus Muschelschalen zu- 
riickbleibt, ferner der Byssus, das Material der seidenartigen 
Faden mit dem sich manche Acephalen an ihre Unterlage 
anheften. Vergleichsweise haben wir auch einige chemische 
Konstanten des Spongins und des Ovokeratins bestimmt, die 
in der Literatur noch nicht bekannt sind. 

Das Untersuchungsmaterial wurde gelegentlich eines Studien- 
aufenthaltes an der biologischen Station Villefranche gesammelt. 
Herrn Professor Dr. Davidoff und Herrn Dr. Tregoubofi 
sind wir fir ihre freundliche Hilfe bei der oft recht schwierigen 
Materialbeschaffung zu groBem Danke verpflichtet. 


1) Gorup-Besanez, Liebig, Ann. der Chem. Bd. 66, 8S. 321 (1848); 
Abderhalden u. Fuchs, Diese Zs. Bd. 57, S. 839 (1908); Camak, 
Chem. Ber. Bd. 2, S. 217 (1869); Langecker, Diese Zs. Bd. 115, 8S. 38 
(1921). | 

*) Galimard, Jl. Pharm. Chim. Bd. 21, 8. 499 (1905). 

) Aa. 0. 

*) U. Sammartino, Biochem. Zs. Bd. 133, S. 476 (1922). 
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Als Beitrag zu den oben diskutierten Problemen haben 
wir die Verteilung des Stickstoffs auf die einzelnen Amino- 
siuregruppen bei den angefiihrten Proteinen bestimmt. Zu- 
nichst hat es sich ergeben, daB die genannten Substanzen 
ein von den anderen EiweiBkérpern relatiy wenig verschiedenes 
Verhaltnis in der Menge der nach der Totalhydrolyse abspalt- 
baren Stickstofffraktionen besitzen. 

Es liegt nun noch die These vor, daS eine andersartige 
Verkettung der Aminosiuren im groBen Eiweibmolekiil die 
Ursache der Resistenz bei den Skleroproteinen sei. Auf eine 
totale Anhydridstruktur hat Abderhalden beim Fibroin der 
Seide auf Grund der negativen Ninhydrinreaktion geschlossen.?) 
Mit Bezug darauf haben wir die oben aufgezihlten Sklero- 
proteine auch auf ihr Verhalten gegen Ninhydrin gepriift. Tat- 
sichlich konnte bei Alteren Aststiicken des Gorgonins ein 
villiges Ausbleiben der Ninhydrinreaktion festgestellt werden. 


i Bei feineren, jiingeren Verzweigungen dagegen war die Nin- 


hydrinreaktion deutlich nachzuweisen. Dieses Verhalten steht 
wohl im Kinklang mit Abderhaldens Vorstellung, deutet aber 
darauf hin, daB das -Gorgonin wihrend des Lebens seine Zu- 
sammensetzung andert und urspriinglich kein totales Anhydrid 
sein mag. | 

Nach unseren Erfahrungen méchten auch wir die An- 
nahme vertreten, daB nicht das Vorwiegen der einen oder der 
anderen Aminosiure, sondern eine andersartige Zusammen- 
figung dieser Bausteine miteinander die Kigenart der Sklero- 
proteine begriindet, eine Anschauung, die ja gegenwartig durch 
die Untersuchungen einer Reihe von Autoren im Vordergrund 
des Interesses steht. Als eigenen Beitrag zu dieser An- 
schauung diirfen wir auf das Ergebnis einer fritheren Arbeit 
hinweisen?), daS durch vorsichtige Oxydation von Keratin in 
saurer Lésung hochmolekulare Produkte entstehen, die sich 
im Gegensatz zum Ausgangsmaterial durch eine weitgehende 
Verdaulichkeit auszeichnen. 


‘erenesiene 





1) Abderhalden u. Komm, Diese Zs. Bd. 186, 8. 135 (1924). 
) Stary, Diese Zs. Bd. 136, S. 160 (1924); Bd. 144, S. 147 (1925). 
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86 . Zdenko Stary und Ingomar Andratschke, 


I. Gorgonin. 


Seit den Untersuchungen von Valenciennes!) ist es be- 
kannt, daB das Achsenskelett einiger Korallenarten aus einer 
hornartigen Grundsubstanz besteht. Uns stand die Gorgonia 
Cavolinii zur Veriiigung. Die Koralle bildet zarte, vielfach 
verzweigte Baumchen, die aus einem zihen elastischen Skelett 
und einer zart rotgefarbten Rinde, der eigentlichen Kérper. 
substanz der Korallen bestehen. Wir verarbeiteten die Korallen- 
sticke in getrocknetem Zustand. Zur Reindarstellung des 
Gorgornins wurde das trockene Ausgangsmaterial mit ver- 
diinnter (n/10)-Sodalésung zur Quellung gebracht, worauf sich 
das Achsenskelett mechanisch isolieren lieB. 

Das letztere wurde hierauf durch Extraktion mit stark 
verdiinnter Salzsiure im Vakuum (vgl. unten), ferner durch 
Extraktion mit verdiinnter Sodalésung, Alkohol und Ather in 
der Kalte, Abdauen mit Trypsin und Pepsin durch je 48 Stunden 
und durch neuerliches Waschen mit Wasser gereinigt und im 
Vakuum bei 100° zur Gewichtskonstanz getrocknet. Der 
Aschengehalt der Substanz betrug nach der Reinigung nur 
mehr 0,2 °/,. 

Schon Krukenberg?) und Mérner?) haben gezeigt, dai 
Gorgonin von Pepsin absolut nicht angegriffen wird, wogegen 
das Pennatulin, die Skelettsubstanz einer verwandten Korallen- 
art, durch Pepsin—Salzsiiure gelést wird. Unser Praparat war 
gegen Pepsin und Trypsin véllig resistent, selbst nach mehr- 
tigiger EKinwirkung von Pepsin und Trypsinlésung bei 30° 
wies die itiberstehende F'liissigkeit keine Zunahme des Stick- 
stofigehaltes auf. Henze‘) hat das Gorgonin der Totalhydro- 
lyse unterworfen und dabei Histidin, Lysin, Tyrosin und 
Glykokoll in gréBerer Menge gefunden. Dagegen hat er Leucin, 
Asparaginsiure und Glutaminsiure im Totalhydrolysate des 
Gorgonins nicht nachweisen kénnen. Nach unseren Befunden 





1) Valenciennes, C. R. Bd. 41, S. 11 (1855). 

*) Krukenberg, Vergleichende physiol. Studien, Abt. 5, 8. 33 
(1881). : 
*) Mérner, Diese Zs. Bd. 51, S. 33 (1907); Bd. 55, S. 79 (1908). 
‘) Henze, Diese Zs. Bd. 88, S. 60 (1908); Bd. 51, S. 64 (1907). 
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fehlt dem Gorgonin auch das Tryptophan, da wir niemals das 


| Auftreten einer der Farbreaktionen des Tryptophans beim 


Gorgonin haben nachweisen kénnen. Es erscheint jedoch nicht 
ausgeschlossen, da8 der Indolkern im Gorgonin in einer 
(jodierten?) Form enthalten ist, welche die Farbreaktionen des 
Tryptophans nicht gibt. 

Interessant erscheint in diesem Zusammenhange die Beob- 
achtung, daB, wie bereits oben erwahnt, die jungen Aste des 
Gorgonins eine positive Ninhydrinreaktion geben, was auf das 
Vorhandensein von freien Aminogruppen schlieBen laiBt. Auch 
nach dem Verfahren von v. Slyke konnten wir bei jiingeren 
Asten das Vorhandensein von freien Aminogruppen nach- 
weisen. Die quantitative Bestimmung der Aminogruppen nach 
vy. Slyke war nicht mdglich, weil das Gorgonin wegen seiner 
kompakten Struktur die salpetrige Saéure nur an der Ober- 
flache der Stengel wirken l48t und man daher nach der 
Methode von van Slyke hier sehr divergente Werte erhilt. 
Kine weitgehende Zerkleinerung oder Pulverisierung ist bei 
dieser Substanz ebensowenig méglich wie bei Haaren und 
Federn, welch letztere aber im Gegensatz zum Gorgonin mit 
salpetriger Siure glatt reagieren. 

Die Reaktion mit Dinitrobenzol gibt das Gorgonin sehr 
intensiv mit einem charakteristischen Farbenton, der an die violette 
Farbreaktion, die die Glucose mit Dinitrobenzol gibt, erinnert, 
und welcher von der purpurroten Farbung der Reaktion beim 
Keratin sich deutlich unterscheidet. Entsprechend dem ge- 
ringen Schwefelgehalt war auch die Schwefelbleireaktion nur 
schwach, dagegen gibt das Gorgonin eine starke Millonsche 
und Xanthoproteinreaktion. Auch die Reaktion nach Molisch 
war deutlich, 

GroBe Differenzen bestehen in den Angaben verschiedener 
Autoren iiber den Stickstoffgehalt des Gorgonins von Gorgonia 
Cavolinii. So hat Drechsel!) 14,4°/,, Fremy?) 16,8 °/, Stick- 
stoff gefunden. Unsere Praparate, gewonnen von verschiedenen 





1) Drechsel, Zs. Biol. Bd. 83, S. 90 (1896). 
*) Fremy, Ann. de Chim. et de Phys. [8] Bd. 48, 8. 97 (1855). 
b 
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Stécken und von Asten verschiedenen Alters, zeigten ebenfalls 
keine voéllige Konstanz im Stickstoffgehalt. Doch schwankten 
die Werte nur innerhalb der Grenzen von 16,5—17,0°/, be- 
rechnet auf aschefreie Substanz. Auf die Verteilung des Stick. 
stoffs untersuchten wir das Praiparat nach der Methode von 
Osborne und Harris.') Zur Bestimmung des Ammoniaks 
wurde die Modifikation von Giimbel?): Destillation des Ammo- 
niaks im Vakuum bei 40° verwendet. 3 




















; : Diamino- u. Mono- Von 100 0 
Jae ss ee Cystin-N amino-N | Gesamt-N 
3,364 1,11 22,76 12,776 —_ 
3,26 1,22 22,95 72,57 —_ 





Da durch Kochen mit Sauren die Jodgorgosiure rasch 
unter Abspaltung von Jod und Bildung von Produkten, die 
nicht mit Phosphorwolframsaure fallbar sind, zersetzt wird’), 
bestand nicht die Gefahr einer Mitfallung der Jodgorgosiure 
durch die Phosphorwolframsiure, so daB unsere, bei der Fallung 
mit Phosphorwolframsiure erhaltenen Werte sich ausschlieb- 
lich auf den Stickstoff der Diaminoséuren und des Cystins 
beziehen. 

Auffallig erscheint namentlich der Wert fir den Ammo- 
niak stickstoff. Nach Osborne‘) ist der bei Totalhydrolyse 
vorgefundene Ammoniakstickstoff auf den im EiweiBmolekiil 
an der Glutaminsiure und Asparaginséurerest gebundenen 
Amidstickstoff zu beziehen. Es liegt hier also der interessante 
Fall vor, daB aus einer Substanz, die weder Glutaminsiure 
noch Asparaginsiure enthalt®), bei der Siurehydrolyse immerhin 
nennenswerte Mengen Ammoniak abgespalten werden. 





1) Osborne u. Harris, Jl. Amer. Chem. Soc. Bd. 25, S, 228 (1903). 

*) Giimbel, Hofmeisters Beitr. Bd. V, 8. 810 (1901). 

8) Vgl. Drecheel, a. a. O. 

*) Osborne, Amer. Jl. of Physiol. Bd. 15, 8. 38 (1906); Osborne, 
Leavenworth u. Brautlecht, a. a. O. Bd. 28, S. 180 (1908); vgl. auch 
Thierfelder u. Kramm, Diese Zs. Bd. 115, 8.58 (1919). 

5) Vgl. Henze, a. a. O. 
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IL, Spongin. 

Das Spongin besteht aus einem dichten und verzweigten 
Maschenwerk, welches mit einer flockigen Substanz bedeckt ist 
und das Baumaterial der Euspongien bildet. Durch eine ent- 
sprechende Reinigung gelingt es, das Maschenwerk von den 
anhaftenden Flocken zu befreien. 

Zur Darstellung unserer Priparate wurden die Euspongien 
in kleine Stiickchen geschnitten und mit dem Hammer kraftig 
geklopft. Nach dem Absieben des hierbei aus dem Maschen- 
werk losgelisten Sandes erfolgte die weitere Reinigung mit 
Extraktionsmitteln und Verdauung in der beim Gorgonin be- 
schriebenen Weise. 

Das Spongin gibt eine positive Ninhydrinreaktion. EKigen- 
timlich ist das Verhalten bei der Carbonylfarbreaktion. Am 
unbehandelten Priparat blieb die Reaktion allemal aus. Nach 
langerem Stehen des Hiwei8kérpers in 2n-Salzsiure war sie 
dagegen ohne weiteres in Erscheinung zu bringen. Ob dies 
nun auf die geringe Liéslichkeit des nativen Spongins oder auf 
ein Freiwerden von Carbonylgruppen infolge partieller Saure- 
hydrolyse oder auf Quellung unter der Siurewirkung zuriick- 
zufiihren ist, wagen wir hier noch nicht zu entscheiden. 

Zur Priifung auf Kohlehydrate’) wurde nach der von Neuberg 
angegebenen Methode vorgegangen. Es wurden 5 g Spongin in 50 cem 
Bromwasserstofisiure vom spez. Gewicht 1,49 eingepreBt und 24 Stunden 
stehen gelassen. Die Bromwasserstofflésung farbte sich sofort braunrot, 
der ungeléste Rest war nach 24Stunden zu einer amorphen, dunkel- 
gefirbten Masse geworden. Von der letzteren wurde abgesaugt und mit 
160 cem Wasser nachgewaschen. Der Riickstand wog getrocknet noch 
2,389 g und gab noch die Reaktion nach Molisch. Lésung und Wasch- 
wasser wurden vereinigt und 2 Stunden am Riickflu®kiihler gekocht. 
Die Hauptmenge der Saéure wurde mit Bleicarbonat entfernt und die 
iiberstehende Liésung unter wiederholtem Abzentrifugieren der Nieder- 
schlige tropfenweise so lange mit Bleiacetat versetzt, bis nichts mehr 
ausfiel. Trotzdem gab die Lésung noch eine schwache Biuretreaktion 
und war deutlich linksdrehend. Wir versetzten die Lésung hierauf 
so lange mit Phosphorwolframsiure (2,5°/, in 2n-H,8O,) bis kein Nieder- 
schlag mehr ausfiel. Nach dem Dekantieren wurde die neutralisierte 





+) Vgl. Neuberg, Hofmeisters Beitr. Bd. II, 8. 206 (1902), Hof- 
mann u. Pregl, Diese Zs. Bd. 52, 8. 457 (1907). | 
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Lésung auf dem Wasserbad eingedampft, der Riickstand mit kochenden 
Alkohol extrahiert. Die stark eingeengte alkoholische Lisung war gelb 
gefairbt, optisch inaktiv, reduzierte Fehlingsche Liésung nicht. Glucos. 
azon lieB sich nicht gewinnen. Eine Rotfirbung mit Thymol-Schwefel- 
siure war dagegen nachweisbar. In einem anderen Versuch wurde das 
Verfahren insofern variiert, als das Spongin mit der Bromwasserstof. 
siure eine Stunde am Wasserbad erwiirmt wurde, wobei das ganze 


Spongin in Lésung ging. Auch hier gelang es uns nicht, Kohlehydrate 
darzustellen. : 


Die Bestimmung der Stickstoffverteilung des Spongins | 


ergab die folgenden Resultate (bei 15,8°/, Gesamt-N): 














Ammoniak-N | Humin-N Diamino- und Monoamino-N| YO" 100 ‘he 0 
Cystin-N Gesamt-N 
6,24 1,49 14,73 71,54 fat 
6,41 1,51 14,8 17,28 = 














Kossel und Kutscher?) erhielten aus dem Totalhydro- 
lysat des Spongins 3—4°/, Lysin und 5—6°/, Arginin. 
Abderhalden und Strauss?) haben neben Prolin Leucin und 
viel Glykokoll, groBe Mengen Asparaginsiure (4,7°/,) und Glut- 
aminsdiure (18,1°/,) gefunden. Mit Riicksicht auf ihre Werte 
fir die Dicarbonsiuren wire hier nach der Hypothese von 
Osborne, Leavenworth und Brautlecht’) statt 6,3°/, cca. 
17—18°/, Ammoniakstickstoff zu erwarten gewesen. 

Der niedrige Wert fir den mit Phosphorwolframsiiure 
fallbaren Stickstoff entspricht dem niedrigen Cystingehalt der 
Substanz. | 


III. Conchiolin. 


Behandelt man Muschelschalen mit verdtinnten Siuren, 
so gehen die inkrustierenden organischen Substanzen (Ca- und 
Mg-Salze) in Lésung. Es bleiben braune Haute zuriick, die 
sich in ihrem ganzen Verhalten als ein Skleroprotein charakte- 
risieren. Die Substanz unterscheidet sich in ihrer Elementar- 
zusammensetzung kaum von anderen EiweiSkérpern. Es sei 





*) Kossel u. Kutscher, Diese Zs. Bd, 81. S. 205 (1901). 


*) Abderhalden u. Strauss, Diese Zs. Bd. 48, S. 49 (1906). 
% A. a. 0. 
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hier auch auf die interessante Beobachtung Voits*) hingewiesen, 


' daB Conchiolin von jungen Tieren sich in Alkalien leicht lést, 


wahrend das Conchiolin alter Tiere in Alkalien auch in der 
Wirme unldslich ist. 

Uns standen zur Darstellung des Conchiolins die Muschel- 
schalen von Mythilus edulis zur Verfiigung. Seine Darstellung 
ist insofern mit gewissen Schwierigkeiten verkniipft, als eine 
langdauernde und intensive Kinwirkung der Saure zur Ent- 
fernung des Kalkes nétig war, die zweifellos auch das Kiwei8- 
molekiil nicht ohne sekundire Verainderung lassen kann. Auch 
wiederholtes Auspressen der zu extrahierenden Masse mit an- 


schlieBender Erneuerung der Siure, sowie weitgehendes Zer- 


kleinern der Muschelschalen vermag die Liésung des Kalkes 
nur in geringem AusmaBe zu beschleunigen. Offenbar wird bei 
dem bisherigen Verfahren das Calciumcarbonat durch die ent- 
stehenden, zunichst mikroskopischen Kohlensiureblischen um- 
hillt?) und der weitere Angriff der Siure damit unmédglich 
gemacht. Durch eine einfache Anderung der Methodik, nim- 
lich durch Absaugen der freiwerdenden Kohlensiure im Vakuum, 
gelang es uns, die Entkalkung der Muschelschalen in relativ 
kurzer Zeit und mit sehr verdiinnten Saéuren so weit durch- 
zuftihren, daB der Aschengehalt des zuriickbleibenden Rest- 
kérpers bis auf 4,5°/, absank. Zur Darstellung der Analysen- 
substanz wurde keine konzentriertere als 2n-Salzsiiure ver- 
wendet. Die so dargestellten braunen, durchscheinenden Hiute 
wurden mit verdtinnter Sodalésung gewaschen und hierauf mit 
Pepsin und Trypsin bei 30° durch je 48 Stunden behandelt. 
SchlieBlich wurden sie im Extraktionsapparat nach Soxhlet 
mit Alkohol und Ather erschépfend extrahiert und bei 100° 
im Vakuum bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

Die Substanz gab eine positive Reaktion nach Adam- 
kiewicz~Hopkins, ebenso die Reaktion nach Millon sowie 





1) Voit, Zs. f. wissensch. Zoologie, Bd. 10, 8S. 158 (1860). 

*) Liesegang, (Beitrige zu einer Kolloidchemie des Lebens, 
Dresden 1909} fiihrt das Ausbleiben des Aufbrausens beim UbergieBen 
mancher Moliuskenschalen mit Siuren ebenfalls auf die Bildung von 
»Gasmembranen“ zuriick. 
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die Xanthoproteinreaktion. Aus den Angaben von Wetzel} 
ist bekannt, daB das Conchiolin von Mythilus edulis nur ge. 
ringe Mengen von Schwefel enthalt. Auch unser Praparat gab 
eine nur schwache Schwefelbleireaktion. Das Conchiolin steht 
jedenfalls damit in Gegensatz zu den Keratinsubstanzen. Deut- 
lich nachzuweisen war ferner die Reaktion nach Molisch., 
Zur Gewichtskonstanz getrocknet enthielt unser Priparat 
15,46°/, Gesamtstickstoff. 

Uber die Stickstoffverteilung dieser Substanz lagen bisher 
nur unvollstandige Angaben von Wetzel iiber das rote Pinna- 
conchiolin vor. Dieser Autor gibt fiir den Ammoniakstickstofi 
des Totalhydrolysats 3,47°/, fiir den mit Phosphorwolfram- 
siure fallbaren Stickstoff 8,66°/, an. Daten iiber die Hohe 
des Humin und Monoaminostickstoffs liegen bei ihm nicht vor. 
Ubereinstimmend mit seinen eigenen Angaben (S, 403) miissen 
wir seinen Wert fiir den mit Phosphorwolframsiure fallbaren 
Stickstoff wohl als zu niedrig ansehen. 

Wir erhielten nach der Methode von Osborne und 
Harris folgende Werte: 














° - eS 0 
Ammoniak-N | Humin-N Diamino und Monoamino-N| YO" 100 lo 
Cystin-N Gesamt-N 

4,17 6,16 19,38 10,34 i 

















Die schwarzen, stickstoffhaltigen Massen, welche nach der 
Saurehydrolyse des Mythilusconchiolins in reichlicher Menge 
zuriickbleiben, hat Wetzel?) auf den schwarzen melaninartigen 
Farbstoff der Muschelschalen zuriickgefiihrt. Sie sind von dem 


bei der Saéurehydrolyse erst entstehenden ,Humin“ analytisch | 


nicht zu trennen und erkliren den von uns erhaltenen hohen 
Wert fiir den ,Huminstickstoff. Im ibrigen stimmen diese 
Werte mit den bei den anderen EiweiBkérpern gewohnten 
weitgehend iiberein. : 
Wie die meisten anderen Hiweibkérper, so gibt auch das 
Conchiolin eine intensive Ninhydrinreaktion, ein Befund, gegen 





) Wetzel, Diese Zs. Bd. 29, S. 888 (1900). 
*) A. a. O. S. 407. 
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den allerdings der EKinwand erhoben werden kann, daB eine 
etwaige totale Anhydridstruktur durch die immerhin doch recht 
intensive Siéurebehandlung bei der Darstellung verloren ge- 
gangen sein kénnte. Auffallend stark ist die Reaktion nach 
Bittd, wogegen die Pikrinsiurereaktion zwar deutlich positiv 
ist, aber eine relativ geringere Intensitaét aufweist. 


IV. Byssus. 


Byssus ist die Substanz der seidenartigen Faden, mit 
denen sich manche Muschelarten an ihre Unterlage anheften. 
Uns stand Byssus von Mythilus edulis zur Verfiigung. Es sind 
mattglinzende, biegsame Faden von urspriinglich gelbgriiner 
Farbe, welche beim Trocknen eine mehr braune Farbe an- 
nehmen und sich dabei zusammenrollen, 

Die zarten Biischel wurden von ihren Haftflichen an den 
Muscheln entfernt und durch sorgfaltiges Auslesen von allen 
eréberen Verunreinigungen befreit. In der iblichen Weise 
wurden sie hierauf mit verdiinnter Saure, n/,,-Sodalésung, 
ferner durch Abdauen mit Pepsin und Trypsin, schlieBlich durch 
Extraktion mit Alkohol und Ather gereinigt und im Vakuum 
bei 100° getrocknet. Nach dieser Behandlung war der Asche- 
gehalt der Substanz auf etwa 2°/, gesunken. 

Von den Reaktionen der Kiwei8bausteine gab unser Praparat 
eine deutliche Farbreaktion nach Adamkiewicz-Hopkins. 
Wenn auch wegen der leichten Zerstérbarkeit des Tryptophans 
durch Saure der Nachweis des Tryptophans im Totalhydrolysat 
nicht gelingt'), so erhellt doch aus dem positiven Ausfall dieser 
Reaktion die Anwesenheit von Indolkomplexen im Byssus. Der 
Byssus enthalt nur sehr geringe Mengen Schwefel. Die Schwefel- 
bleireaktion bleibt beim Byssus von Mythilus edulis sogar 
véllig negativ. Auch in dieser Hinsicht schlieBt sich also diese 
Substanz eng an das Fibroin der Seide an. Die Millonsche 
Reaktion und die Xanthoproteinreaktion sind positiv. Kin 
Verschwinden der Millonschen Reaktion nach Behandeln mit 
Alkali, wie es Krukenberg?) angegeben hat, konnten wir in 





1) Abderhalden, Diese Zs. Bd. 186, S. 184 (1924). 
*) Krukenberg, Studien II, Abt. 1, 8. 59 (1882). 
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keinem Falle nachweisen. Unsere Priparate gaben auch nach 
24 stiindigem Stehen in 2n-NaOH die Millonsche Reaktion 
noch sehr deutlich. | 

Beziiglich der Elementaranalyse ist die Angabe von SchloB.- 
berger’) auffallig, der bei gereinigtem Byssus von Pinna 
nobilis einen Stickstoffgehalt von nur 13,7°/, gefunden hat. 
Hin so niedriger Stickstoffgehalt muBte bei dem von ihm unter- 
suchten Material auf das Vorhandensein von stickstofffreien 
Komplexen (Kohlehydraten) in gréBerer Menge schlieBen lassen. 
Bei dem von uns untersuchten Byssus von Mythilus edulis 
haben wir einen weit hdheren Stickstofigehalt, namlich 15,4°/, 
gefunden, welcher Wert dem der meisten EiweiBkérper ent- 
spricht. 

Betreffend die Verteilung des Stickstoffs wurden die fol- 
genden Werte erhalten: 














: : -|Diamino und ‘ von 100 0), 
Ammoniak-N} Humin-N Cystin-N Monoamino-N Besant .N 
5,55 4,51 16,02 78,91 ae 











Auffallig erscheint mit Riicksicht auf die wiederholt hervor- 
gehobene Ahnlichkeit der Substanz mit dem Fibroin der Seide 
namentlich der unerwartet hohe Wert fiir den Diaminostickstoff. 
Da der Cystingehalt des Byssus, wie oben erwihnt, ein un- 


betrichtlicher ist, muB fast die Gesamtmenge des mit Phosphor- | 


wolframsiure fallbaren Stickstoffs auf Diaminosaiuren zuriick- 
gefiihrt werden. Dagegen ist das Seidenfibroin sehr arm an 
Diaminosauren.’) 

Methodisch ist zur Bestimmung der Stickstoffverteilung 
des Byssus noch zu erginzen, daB die Saurehydrolyse auBer- 
ordentlich lang fortgesetzt werden mufBte.*) Erst nach etwa 
16 stiindigem Kochen war die ganze Substanz in Liésung ge- 
gangen und die Biuretreaktion negativ geworden, was wiederum 
an das Verhalten des Seidenfibroins erinnert, von dem bekannt 





1) SchloBberger, Liebig, Ann. der Chem. Bd. 98, 8. 118 (1856). 

*) Vgl. Fischer u. Skita, Diese Zs. Bd. 38, S. 77 (1901); Bd. 36, 
S. 221 (1902). Wetzel, Diese Zs. Bd. 26, 8. 585 (1898). : 

8) Vgl. auch Abderhalden, Diese Zs. Bd. 55, S. 286 (1908). 
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ist, daB es zu seiner volligen Hydrolysierung sehr lange pro- 
trahierten Kochens mit Sauren bedarf. 


V. Ovokeratin. 


Vergleichsweise, weil tiber die Stickstoffverteilung des Ovo- 
keratins der Vogel keine Jiteraturangaben vorliegen, haben 
wir auch das Ovokeratin vom Huhn einer Untersuchung unter- 
zogen. Das von frischen Hihnereiern gewonnene Priparat 
wurde in der gleichen Weise wie die oben beschriebenen Sub- 
stanzen gereinigt. Das gereinigte Praparat erwies sich als 
praktisch vollkommen aschefrei. Beiliufig sei erwihnt, daB es 
eine starke Ninhydrinreaktion, wie ja auch das Keratin, gibt. 
Es zeigt die Reaktion mit Metadinitrobenzol und noch inten- 
siver die Pikrinsiurereaktion. Beim Kocken mit Millonschem 
Reagens trat die bekannte, vom Tryptophan verursachte Braun- 
farbung auf. Das Ovokeratin des Huhns enthilt offenbar 


reichlich Tryptophan, die Reaktion nach Adamkiewicz- 


Hopkins fallt stark positiv aus. In seinem Schwefelgehalt 
scheint sich das Ovokeratin an die Keratine anzuschlieBen.’) 
Der Stickstoffgehalt unseres Praparates betrug 15,53°/,. 
Die Bestimmung der Stickstoffverteilung ergab folgende 
Resultate: : 


























: , Diamino und ; auf 100°, 
Ammoniak-N | Humin-N Cystin-N Monoamino-N Chntek te 
3,51 2,78 20,91 12,85 ae 

Der Vergleich mit der von vy. Buchtala?) bestimmten 


Stickstoffverteilung des Ovokeratins einiger Haiarten zeigt, daB 


























Diamino 
rege Humin-N}| und omnad 
niak-N Cystin-N amino-N 
Buchtala hat gefunden 
bei Seyllium stellare  . 5,09 0,56 15,78 19,66 
bei Pristiurus mel. . 5,13 0,14 28,78 66,45 
bei Seyllium canic. . . ‘ 4,49 0,24 80,37 64,19 





) Lindwall (zit. Maly, Jl. f. Tierchemie 11/38) fand 4,25°/, S. 
*) Buchtala, Diese Zs. Bd. 56, S. 11 (1908). 
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die Ovokeratine verschiedener — vollig verschieden | 


zusammengesetzt sind. 


Die auffalligste Differenz in der Stickstoffverteilung des 
Ovokeratins vom Huhn und von den verschiedenen Haiarten | 
betrifft den Huminstickstoff, was vielleicht auf einen Unter. | 


schied im Gehalt an Kohlehydraten zu beziehen ist. 





Im folgenden seien die Werte fiir die Stickstoffverteilung 
der von uns untersuchten Skleroproteine vergleichend zu- | 


























sammengestellt: 
Diamino 

one Humin-N | und Mono- 

niak- Cystin-N amino-N 
Menschenhaar .. . 7,93 2,02 28,14 61,9 
Gorgonin . ... . 3,36 1,11 22.76 72,78 
Se 6,24 1,49 14,78 77,54 
Conchiolia . . . ... 4,17 6,16 19,33 70,34 
Byssus . . ; 5,55 4,51 16,02 73,91 
Ovokeratin (Huhn) . . 3,51 2,78 20,91 72,85 


Der Vergleich der Stickstoffverteilung dieser Substanzen | 


zeigt, daB die einzelnen Skleroproteine in bezug auf die Grife 
der analytisch bestimmbaren Stickstofffraktionen voneinander 


sehr verschieden sind. Aus dem Vergleich dieser Daten mit | 


denen von anderen KiweiBkérpern erhellt, daB einzelne Sklero- 
proteine manchen normalen Eiwei8kérpern Ahnlicher sind als 
anderen Skleroproteinen. Uberhaupt scheint es wahbrscheinlich, 
daB nicht so sehr die analytischen Daten iiber die Mengen- 
verhiltnisse der Aminosiuren oder der Stickstoffverteilung, 
sondern andere, uns noch unbekannte EHigentiimlichkeiten des 
Aufbaus fiir die physiologisch wichtigen Eigenschaften der 
Skleroproteine und ihre daraus folgende Klassifikation ent- 
scheidend sind. 





Anhangsweise sei hier noch iiber Versuche berichtet, die 
Menge der freien Aminogruppen bei einzelnen Skleroproteinen zu 
bestimmen. Der leitende Grundgedanke war dabei, daB bei den 
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| Skleroproteinen die schon vielfach diskutierte Anhydridstruktur 


stiirker ausgesprochen sein kénnte als bei den lislichen Eiwei8- 
kérpern. Ein Vorwiegen von Ringstrukturen miiBte aber eine 
Abnahme des endstaindigen Aminostickstoffs bewirken, in ahn- 


licher Weise wie Herzog und Krahn?) bei ihren durch Er- 


L “s q 


i 


Ve 


hitzen mit Phenol dargestellten Anhydriden der Gelatine ge- 
funden haben, daB bei ihnen die Anzahl der freien Aminogruppen 
eine wesentlich geringere war als beim Ausgangsmaterial. 

Die Schwierigkeit der Bestimmung der freien Amino- 
gruppen bei den Skleroproteinen ist in der Unldslichkeit des 
Materials begriindet, so da8 durch die Formoltitration kaum 
brauchbare Werte zu erhalten sind. Dagegen sollte die Be- 
stimmung nach v. Slyke sich gut durchfiihren lassen, wenn 
die Versuchsdauer entsprechend ausgedehnt wird. Da Vor- 
versuche ergeben hatten, daB der Gehalt an Amino-N an der 
unteren Grenze der bei anderen Proteinen gefundenen Werte 
liegt, so wurde die v. Sly kesche Methode insofern modifiziert, als 
ein gréBerer Reaktionskolben verwendet und die Einwirkungs- 
dauer der salpetrigen Siure auf 2 Stunden ausgedehnt wurde. 

Beziiglich der EKinwirkungsdauer sei hingewiesen auf die 
Versuche von Abderhalden und Kramm®), sowie auf v. Slyke 
und Birchard.*) Wir haben uns davon iiberzeugt, daB nach 
zweistiindiger Kinwirkung keine N-Entwicklung mehr auftrat, 
die gréBer als die im Leerversuch (salpetrige Siure allein) 
entwickelte Stickstofimenge gewesen wire. Der immerhin noch 
mégliche Fehler (Wilson‘) ist jedenfalls nach den Werten 
der Doppelbestimmung und in Anbetracht der langen Ein- 
wirkungsdauer der HNO, nicht bedeutend, so daB die Werte 
zum mindesten einen orientierenden Wert haben. 

Hs ergaben: 

8,374 ¢ Haar (entspr. 1,389 g N)(1) bei 19° und 745mm Hg 
23,25 com N,, d.s. 26,1 mg n/2, 0,975°/, des Ges,-N. 





1) Herzog u. Krahn, Diese Zs. Bd. 184, 8. 290 (1924). 

*) Abderhalden u. Kramm, Diese Zs. Bd. 77, 8. 425 (1912). 

’) y. Slyke u. Birchard, Amer. Jl. of biol. Chem. Bd. 16, S. 539 
(1912), ; 
*) Wilson, Amer. Jl. of biol. Chem. Bd. 56, S. 188 (1923). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXLVIII. 7 
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5,118 g Haar (entspr. 0,829 g N) bei 19° und 745 mm Hg 15,5 ccm 
N,, d. 8. 17,4 mg n/2, 1,049°/, des Ges.-N. 

8,434 g Spongin (entspr. 0,543 g¢ N) bei 17° und 736mm Hg 
18,34 cem N,, d.s. 20,51 mg n/2, 1,89°/, des Ges.-N. 

2,789 g Spongin (entspr. 0,421 g N) bei 17° und 786mm Hg 
15,89 com N,, d.s. 17,77 mg n/2, 2,105°/, des Ges.-N. 

Stark divergierende Werte erhielten wir dagegen, wie oben 
berichtet, bei der Untersuchung des Gorgonins mit Hilfe der 
gleichen Versuchsanordnung, was wohl darauf zuriickzufiihren 
ist, da8 infolge der kompakten Struktur dieses Kérpers nicht 
allemal das gesamte Protein in die Reaktion eintrat. 

Wenn auch die beim Spongin und Haarkeratin fiir den 
Aminostickstoff erhaltenen Werte niedriger sind als bei den 
meisten Kiwei®kérpern, so ist doch die Differenz weit geringer 
als wir erwartet hatten. Mit weitgehenderen Schliissen aus 
diesen letzteren nur orientierenden Vorversuchen wollen wir 
vorderhand noch zuriickhalten. Ohne aber die NH,-Bestim- 
mungen mit Hilfe der N-Methylierung abwarten zu wollen, 
méchten wir die Vermutung aussprechen, daB die Unterschiede 
zwischen lislichen und unléslichen Proteinen nicht nur in der 
Zahl, sondern auch in der Art der beteiligten Ringstrukturen 
liegen mdgen. 2 

Fir die Unterstiitzung, welche die ,,Deutsche Gesellschaft 
der Wissenschaften und Kiinste fir die Tschechoslovakische 
Republik uns zur Beschaffung des Untersuchungsmaterials 
gewahrt hat, sei ihr auch hier der verbindlichste Dank aus- 
gesprochen. 

















Zur Darstellung des Oxyhamins. 


Von 


A. Hamsik. 





(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Brinn.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28. Juni 1925.) 








Zur Darstellung des Rohoxyhimins diente die zur Dar- 
stellung des Oxyhiminanhydrids angegebene Methode?) mit dem 
Unterschied, daB der saure alkoholische Blutauszug nach dem 
Verdiinnen mit kaltem Wasser nicht gekocht wurde, denn 
gerade durch das Kochen erfolgt die Anhydrisierung. Diese 
findet wahrscheinlich auch in der Kalte in kleinem Umfang 
Platz, wie aus dem etwas héheren Kohlenstoffgehalt der Pri- 
parate des Oxyhamins geschlossen werden kann. Da die 
Praparate von Oxyhiminanhydrid dagegen einen etwas kleineren 
Kohlenstoffgehalt aufweisen, werden wahrscheinlich immer 
beide Stofie nebeneinander erhalten, der eine aber in kleiner 
Menge. 

Zur Darstellung des gereinigten Oxyhaimins wurden Roh- 
praparate von Oxyhiminanhydrid, Oxyhimin, Chlorhimin zuerst 
durch wiederholte Behandlung mit athylalkoholischer KOH- 
Lésung in Kalisalze iibergefiihrt, diese Salze dann durch Eis- 
essig oder alkoholische Lisung der Oxalsiure oder Schwefel- 
siure in entsprechende Himine umgewandelt und diese Himine 
schlieBlich durch Wasser hydrolysiert. Die Hydrolyse war 
jedoch nicht vollstindig, so daB in den Praparaten ein kleiner 
Saurerest (speziell von Essigsiure und Schwefelsiure) enthalten 





1) A. Hamsik, Diese Zs. Bd. 138, S. 178 (1924). 
» da 
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blieb. Obne diese Hydrolyse konnte a-Acetylhimin, dessen 
Darstellung schon W. Kiister') beschrieben hat, erhalten 
werden. Die Darstellung des Oxalylhimins gelang nicht und 
das erhaltene Sulfathimin war durch Kinwirkung der Schwefel- 
siure verandert. 

Bei der Darstellung und Reinigung zahlreicher Priparate 
von Oxyhimin, Oxyhéminanhydrid und Chlorhimin wurde beob- 
achtet, daB die im Blut enthaltene «-Modifikation des Farb- 
stoffs durch verschiedene Hinfliisse bei der Darstellung um- 
gewandelt werden kann und zwar 1. in die a-Pseudomodifikation, 
2. in die #-Form, 3. in weitere Produkte, die die Krystallisation 
des Hiimins und der Kalisalze stéren. Diese Umwandlung 
der a-Form wird zugefihrt: A. durch Sauren, insbesondere 
durch die Schwefelsiure, und zwar 1. infolge zu starker An- 
siiuerung vor der Hitzekoagulation des Blutes; es ist deshalb 
vorteilhaft, das Blut mit Alkohol zu koagulieren, 2. bei dem 
Erhitzen der sauren alkoholischen Lésung oder auch bei zu 
lange dauernder EKinwirkung derselben auf den Farbstoff in 
der Kalte, B. durch Basen. Die wiaBrigen anorganischen und 
organischen Basen bewirken schnelle und tiefere Verinderung 
der a-Form. Die alkoholische KOH-Lésung bei kurzdauernder 
Einwirkung verindert nicht die «-Form, bei linger dauernder 
und wiederholter Kinwirkung verursacht auch eine Verinderung, 
die jedoch langsamer und nicht so eingreifend ist. 

Soll die «-Form des Chlorhimins, des Oxyhamins oder 
des Anhydrids dargestellt werden, miissen die bereits angegebenen 
stérenden Kinfliisse vermieden werden. SchlieBt man sie nicht 
aus, so werden Priparate erhulten, die ein Gemisch von 
a,w,6-Form und anderen noch weiter verinderten Farbstoff- 
produkten darstellen. Aus solchem Gemisch kann die a-Modi- 
fikation annihernd durch dthylalkoholische KOH-Lisung aus- 
gezogen werden, da sie darin mehr léslich ist. | 

Dies ist auch der Grund, daB aus den gemischten Pri- 
paraten dargestellte Kalisalze gréBtenteils aus der #-Form 
bestehen. Aber auch «-Priparate kénnen zum Teil (-Kali- 





1) Diese Zs. Bd. 119, S. 98, (1922). 
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salze liefern, falls sie mit alkoholischer Kalilauge zu lange 
und wiederholt behandelt waren. | 
_ Es wurde dagegen kein entscheidender EinfluB des ver- 
schiedenen Alters der Tiere (Rind) auf die Modifikation des 
Farbstoffs beobachtet (vgl. W. Kiister’). 
Auch geringe Fiiulnis des Blutes bei den angewendeten 
Verfahren war nicht stérend. 


Experimenteller Teil. 


I. Darstellung der Rohpraparate von Oxyhamin und Oxyhamin- 
anhydrid. 


1 Liter Rinderblut wurde mit dem gleichen Volum Alkohol 
(es geniigte schon etwa 85°/,iger Alkohol) vermischt. Nach 
etwa 3 Stunden wurde koliert, das Koagulum abgepreBt, zer- 
rieben, mit 2 Liter 90—95°/,igem Alkohol, der 2—3°/,ige 
Oxalsiure (Prap. 1) oder 1 Vol.-°/, Schwefelsiure (Prip. 2) 
enthielt, ausgezogen. Der Auszug wurde mit 2 Vol. Wasser 
versetzt und zur Darstellung des Oxyhimins in der Kilte 
belassen, zur Darstellung des Oxyhiiminanhydrids etwa 1/, Stunde 
im Sieden erhalten. Die Fliissigkeit wurde nach dem Ab- 
setzen des Niederschlages abgegossen, der Niederschlag filtriert, 
mit Wasser bis zum Verschwinden der Reaktion mit Silber- 
nitrat bzw. Bariumchlorid gewaschen, dann mit Alkohol ent- 
wissert, mit Ather im Soxhlet extrahiert, an der Luft und im 
Vakuum getrocknet. Ausbeute aus 1 Liter Blut war etwa 
85—4,5 g. 

Das Oxyhaimin ist braunschwarzes Pulver mit violettem 
Stich, unldslich in Wasser, Alkohol, Ather, Chloroform, ver- 
diinnten waBrigen Siuren, léslich in waBrigen Laugen, in 
methylalkoholischer Kalilauge, weniger léslich in der Athyl- 
alkoholischen Kalilauge, langsam, jedoch schneller als Anhydrid, 
léslich in verdiinnter Sodalésung, langsam und etwas mehr als 
_ Anhydrid léslich in Pyridin, gering, aber doch mehr als Anhydrid, 
léslich in Hisessig, langsam und ziemlich viel (mehr als Anhydrid) 





1) Diese Zs. Bd. 109, S. 117 (1920). 
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léslich in mit Schwefelsiure angesiuertem Alkohol. Das 
feuchte Priparat war iberhaupt mehr léslich. 

Bei der Priifung auf Chlorhimin wurden Teichmannsche, 
in mit verdiinnter Schwefelsiure angesiiuertem Alkohol wenig 
lésliche Krystalle erhalten. Das Praparat bestand also aus 
der «-Form. 

Die Priifung auf Chlorhimin geschah hier sowie bei allen 
Priparaten durch Kochen mit Essigsiure und Kochsalz im 
Probierglas. : 

Bei der Priifung auf Kalisalz wurden bald schéne Krystalle 
erhalten. 

Die mikroskopische Priifung auf Kalisalz geschah hier 
sowie bei allen Praparaten mit einer Lésung, die auf 1 Teil 
Methylalkohol anderthalb oder noch mehr Teile Athylalkohol 
und insgesamt 1°/, KOH enthielt. Mit athylalkoholischer 
Lésung allein sind die Krystalle kleiner, mit methylalkoholischer 
scheiden sie sich auBerhalb des Deckglases, wo sie rasch 
zerflieBen. 


II. Darstellung der gereinigten Praparate des Oxyhimins. 
Als Ausgangsmaterial kann @w-Oxyhimin, o«-Oxyhimin- 
anhydrid, a#-Chlorhimin verwendet werden, am besten eignet 
sich dazu das Oxyhiminanhydrid, da es widerstandsfaihiger 
gegen die durch die alkoholische Kalilauge bewirkte Alterierung 
ist. Das Chlorhimin mu8 mehrmals mit alkoholischer Kali- 
lauge behandelt werden. 


A. Darstellung amorpher Priaparate. 


1g Rohpriparat wurde mit 100 ccm Athylalkohol, der 
1°/, KOH enthielt, behandelt, der Riickstand in 100 ccm 
Methylalkohol, der 1°/, KOH enthielt, gelést, das Filtrat mit 
alkoholischer Liésung von LEisessig (Priip. 1) oder Oxalsaure 
(Prip. 2) oder Schwefelsiure (Prip. 3) bis zur stark sauren 
Reaktion versetzt und dann mit etwa 200 com Wasser ver- 
diinnt. Der Niederschlag wurde nach dem Absitzen und Ab- 
gieBen der Fliissigkeit filtriert, zuerst mit verdiinnter Saure, 
dann mit Wasser bis zum Verschwinden der Reaktion mit 
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Lackmus bzw. Silbernitrat bzw. Bariumchlorid gewaschen, mit 
Alkohol entwissert, mit Ather im Soxhlet extrahiert, an der 
Luft und im Vakuum getrocknet. Ausbeute etwa 0,9 g. 

Das Aussehen und die Léslichkeit der Praparate waren 
wie bei den Rohpraparaten. Die Priifungen auf Chlorhimin 
und auf Kalisalz ergaben, daB die Praparate aus der a-Form 
zusammengesetzt waren. 


B. Darstellung der krystallisierten Praiparate. 


1g Rohpraparat wurde mit athylalkoholischer Kalilauge 
behandelt, der Riickstand wurde a) mit 100 ccm Hisessig be- 
gossen. Allmahlich haben sich ziemlich groBe den Teich- 
mannschen &hnliche Krystalle gebildet, die nach etwa 3 Tagen 
abfiltriert und, wie schon beschrieben, gewaschen und getrocknet 
wurden. Ausbeute etwa 0,8 g. Diese etwas abgeinderte Dar- 
stellungsweise wurde schon a. a. 0.1) beschrieben. Die krystalli- 
sierten Praiparate (Nr. 4—8) des Oxyhimins hatten mehr aus- 
gepragten violetten Stich als die amorphen. Die Léslichkeit 
war von derjenigen der Rohpriparate nicht wesentlich ver- 
schieden. Die Priparate bestanden aus der «-Modifikation. 

b) In 2 Liter athylalkoholischer KOH-Lisung gelést, das 
Filtrat mit Eisessig stark angesiuert. Nach etwa 48 Stunden 
wurde der aus kugeligen Gebilden bestehende Niederschlag 
filtriert und, wie schon beschrieben, gewaschen und getrocknet. 
Ausbeute nur etwa 0,4g. Das Priparat (Nr. 9) bestand aus 
der e«-Form. 

ec) In 100 ccm methylalkoholischer KOH-Lésung geldst. 
und das Filtrat mit so viel Kisessig vermischt, bis die anfiaing- 
liche Triibung sich wieder gelést hat. Aus der Lésung schied 
sich bald ein amorpher Niederschlag aus, der spater in kugeligen 
Aggregaten krystallisierte. Die Krystalle wurden nach etwa 
2 Tagen, wie schon angegeben, gewaschen und getrocknet. Aus- 
beute nur etwa 0,5 ¢. Das Praparat (Nr. 10) bestand aus 
der «-Form. | 

d) In 25 ccm methylalkoholischer Kalilauge gelést, und 
das Filtrat in 100 ccm EHisessig eingegossen. Aus der Lésung 


1) A. Hamsik, Ukrainian Medical Rewiew 1924. 
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schieden sich allmahlich ziemlich groBbe, den Teichmannschen 
ibnliche Krystalle aus, die nach etwa 48 Stunden abfiltriert 
und weiter, wie schon beschrieben, behandelt wurden. Aus- 
beute nur etwa 0,4 g. Das Praparat (Nr. 11) bestand aus der 
a-Modifikation. 

e) In 100 ccm Athylalkohol, der 3°/, Oxalsiure enthielt, 
gelést und das Filtrat auf mehreren Schalen bei Zimmertem- 
peratur abgedampft. Der aus Teichmannschen Krystallen 
und kugeligen Aggregaten zusammengesetzte Riickstand wurde 
mit Wasser bis zum Verschwinden der Reaktion auf Oxalsiure 
gewaschen und weiter, wie schon beschrieben, behandelt. Das 
Priparat (Nr. 12) gab ein aus Teichmannschen Krystallen 
und kugeligen Gebilden zusammengesetztes, in angesiuertem 
Alkohol ziemlich lésliches Chlorhimin, bestand also aus einem 
Gemisch, was der EKinwirkung von oxalsiurehaltigem Alkohol 
zuzuschreiben ist. Dieses Verfahren ist also zur Darstellung 
des «-Oxyhimins nicht geeignet. 


f) In 100 com Athylalkohol, der 1 Vol.-°/, Schwefelsiure | 


enthielt, gelést und das Filtrat auf mehreren Schalen bei 
Zimmertemperatur abgedampft. Der aus spirlichen Teich- 
mannschen Krystallen und hauptsachlich aus kugeligen Aggre- 
gaten zusammengesetzte Riickstand wurde mit Wasser bis zum 
Verschwinden der Reaktion auf die Schwefelsiure gewaschen 
und weiter, wie schon beschrieben, behandelt. Das Priaparat 
(Nr. 18) bestand nicht aus der a-Form, sondern war infolge 
der Kinwirkung der Schwefelsiiure verindert, denn es gab ein 
in kugeligen Gebilden ausgeschiedenes, in angesiuertem Alkohol 
lésliches Chlorhimin und konnte in krystallisierte Kalisalze nicht 
iibergefiihrt werden. Dieses Verfahren ist also zur Darstellung 
des w-Oxyhimins nicht geeignet. 

Aus den Mutterlaugen von a) wurden bei Verwendung 
von gemischten Priparaten als Ausgangsmaterial durch Ver- 
diinnen mit Wasser Praparate erhalten, die in Kisessig in der 
Kalte léslich waren und, mit «-Oxyhimin vermischt, die Krystall- 
form von Chlorhimin verinderten und die Krystallisation von 
Kalisalzen hinderten. Nach der Analyse enthielten diese 
Produkte weniger C und Fe. 


Adonai? 
—— 
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Zur Darstellung des Oxyhimins. 


Analysen. 
Zur Analyse wurden die Pripartate bei 105° getrocknet. 


Rohoxyhiamin. 


Prép. Nr. 1. 0,4528 g Subst. wurden zur Bestimmung der Oxal- 
siure in 100cem 1°/,iger Kalilauge gelést, im Wasserbad 2 Stunden 
erwirmt, abgekiihlt, mit Essigsiiure angesiuert. Das Filtrat samt Wasch- 
wasser wurde im Wasserbad konzentriert und mit CaCl,-Lésung versetzt. 
Die Reaktion war fast negativ. | 

0,1640 g Subst. gaben 0,3893 g CO,, 0,0901 g H,O u. 0,0224 g Asche. 
Diese enthielt auBer Eisen auch etwas Ca. 

Prép. Nr. 2. 0,4474 g Subst. wurden zur Bestimmung der Schwefel- 
siure in 100 ccm 1°/,iger Kalilauge gelést, im Wasserbad erwirmt, ab- 
gekiihlt, mit Salzsiiure angesiuert. Das Filtrat samt Waschwasser wurde 
im Wasserbad konzentriert und mit BaCl, gepriift: 0,0016 g BaSO, ent- 
sprechen 0,15°/, H,SO,. 

0,1618 g Subst. gaben 0,3815 g CO,, 0,0817 g H,O u. 0,0214 g Asche. 
Diese enthielt etwas Ca. 


Gereinigtes Oxyhimin. 


Prip. Nr. 1. 0,1696 g Subst. gaben 0,4030 g CO,, 0,0762 g H,O u. 
0,0220 g Asche. 

Prip. Nr. 2. 0,3548 g Subst. wurden mit negativem Resultat auf 
Oxalsiure, wie schon beschrieben, gepriift. 

0,1594 g Subst. gaben 0,3774 g CO,, 0,0714g H,O, 0,0209 g Asche. 

Priép. Nr. 3. 0,3198 g Subst. gaben 0,0008 g BaSO,, also 0,10°/, H,SO,. 

0,1532 g Subst. gaben 0,3641 g CO,, 0,0671 g H,O u. 0,0201 g Asche. 

Prip. Nr. 4. 3g Substanz wurden in 300 cem 1 °/,iger Kalilauge 
gelést, im Wasserbad erwiirmt, abgekiihlt, mit Schwefelsiure angesiuert. 
Das Filtrat samt Waschwasser wurde destilliert, das Destillat mit Kali- 
lauge neutralisiert und im Wasserbad abgedampft. Da die Kakodyl- 
reaktion und die Athylacetatreaktion nur sehr schwach positiv waren, 
enthielt das Priparat nur einen kleinen Essigsiurerest. 


0,1518 g Subst. gaben 0,3568 g CO,, 0,0668 g H,O u. 0,0193 g Asche. 
OWige ,, » 0,3574 g CO,, 0,0674 g H,O u. 0,0197 g Asche. 


Prip. Nr. 5. 0,1522 g Subst. gaben 0,3606 g CO,, 0,673 g H,O u. 
0,0198 g Asche. 

0,1512 g Subst. gaben 0,3590 g CO,, 0,0672 g H,O u. 0,0198 g Asche. 

Prip. Nr. 6. 0,1686 g Subst. gaben 0,3877 g CO,, 0,0724 g H,O 
u. 0,0211 g Asche. 

Prip. Nr.7. 0,1723 g Subst. gaben 0,4078 g CO,, 0,0769 g H,O 
u. 0,0216 g Asche. : : | 

Prip. Nr. 8. 0,1488 g Subst. gaben 0,3514 g CO,, 0,0661 g H,O 
u. 0,0188 g Asche, — oA 
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Prip. Nr. 9. 0,2974 g Subst. wurde verascht. Die Asche ent. 
hielt kein K. 

0,1554 g Subst. gaben 0,3671 g CO,, 0,0676 g H,O u. 0,0203 g Asche, 

Prip. Nr.10. 0,1686 g Subst. gaben 0,3972 g CO,, 0,0764 g H,0 
u. 0,0222 g Asche. 


Prép. Nr. 11. 0,1536 g Subst. gaben 0,3622 g CO,, 0,0676 g H,0 
u. 0,0194 g Asche. 


Gef. ~— ies nas 
Rohoxyhimin: 
1. 64,76 6,14 ae 
2, 64,82 5,65 ~ 
Gereinigtes Oxyhimin: 
1 64,82 5,02 8,86 - 
2. 64,59 5,01 9,16 
3. 64,88 4,90 9,17 
4 64,30 4,92 8,89 
64,48 4,98 9,10 
5. 64,63 4,94 9,09 
64,77 4,92 9,15 
6. 64,65 4,95 9,02 
1. 64,57 4,99 8,76 
8. 64,42 4,97 8,83 
9. 64,44 4,86 9,13 
10. 64,27 5,07 9,20 
11. 64,32 4,92 8,83 


III. Darstellung des Acetylhamins. 


Die Darstellung geschah nach der unter II. B.a (Prip. Bh 
Nr. 1) und d (Priip. Nr. 2) beschriebenen Weise; die Krystalle 
wurden jedoch nicht mit Wasser, sondern nur mit verdiinnter 
Essigsiure, dann mit essigsiurehaltigem Alkohol gewaschen, 
mit Ather im Soxhlet extrahiert und an der Luft und im 
Vakuum getrocknet. Die Ausbeute war dieselbe wie bei dem 
Oxyhimin. Braunviolettes Pulver, léslich in verdiinnter Lauge, 
in verdiinnter Sodalésung, in Pyridin, wenig, doch mehr als 
Oxyhimin, léslich in Eisessig, ziemlich viel léslich in an- 
gesiuertem Alkohol. Das Priparat bestand nach der Chlor- 
himinprobe und nach der Kalisalzprobe aus der ow-Form. 
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t- Analyse. 

Priip. Nr. 1, bet 105° getrocknet. 1 g Substanz wurde in der schon 
peschriebenen Weise auf Essigsiiure gepriift. Die Kakodylreaktion und 
0 Pidie Athylacetatreaktion waren stark positiy. 

| 9,1606 g Subst. gaben 0,3768 g CO,, 0,0717 g H,O u. 0,0208 g Asche. 

CygHys0,NiFe Ber. 68,99°/, C 522% H 98,27°, Fe 

Gef. 64,00 4,99 8,84 


oO 


IV. Versuche zur Darstellung des Oxalylhamins. 


Die Darstellungsweise war dieselbe wie sie sub II. B.e 
beschrieben worden ist; die Krystalle wurden nicht mit Wasser, 
sondern nur mit verdiinnter Oxalsiure gewaschen, dann an 
der Luft getrocknet und mit Ather im Soxhlet extrahiert 
(Prip. 1). Kin zweites Priparat wurde ohne Waschen sogleich 
Pmit Ather im Soxhlet extrahiert. 
| Das erste Priparat enthielt nur Spuren von Oxalsiure, 
das zweite nur einen kleinen Bruchteil der berechneten Menge, 
der groBte Teil wurde durch Ather herausgelist. 


V. Versuche zur Darstellung von, Sulfathamin. 


Das Verfahren war das unter II. B.f beschriebene, aber 
die Krystalle wurden nicht mit Wasser, sondern nur mit ver- 
idiinnter Schwefelsiure gewaschen, dann an der Luft getrocknet 
und mit Ather im Soxhlet extrahiert. Braunviolettes Pulver, 
léslich langsam in verdiinnter Lauge, langsam und wenig lés- 
lich in verdiinnter Sodalésung, ziemlich léslich in Pyridin, Kis- 
fessig und angesiuertem Alkohol. Das Praparat gab ein in 

P: Bkugeligen Gebilden krystallisiertes Chlorhimin, das in an- 
le gesiiuertem Alkohol ziemlich viel léslich war, und keine krystalli- 
sierten Kalisalze; es bestand also nicht aus der o«-Form. 
”: 90,2888 g Subst. (im Vakuum getrocknet) gaben 0,0579 g BaSO,, 
™Balso 8,42 °/, H,SO,, wihrend Sulfathimin 7,38 °/, bezw. 
™ 813,78 °/, H,SO, verlangt. 


Is VI. Darstellung des Chlorhaimins. 


D- Zur Darstellung des «-Chlorhimins aus dem Blut mittels 
- @Alkohol erwies sich folgendes Verfahren als geeignet: Das 
Blut wurde mit Alkohol koaguliert, das abgepreSte Koagulum 
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wurde zerrieben, mit oxalsiurehaltigem Alkohol ausgezogen, 
der Auszug mit Kochsalz versetzt, etwa 15 Minuten im Siedg 
erhalten und abgekiihlt. Die Krystalle wurden schon nach 


etwa ‘/, Stunde von der Mutterlauge getrennt, filtriert uni ; 


gewaschen. Das Priparat bestand aus Teichmannsche 
Krystallen, war in angesiuertem Alkohol wenig léslich und 


gab rasch schéne Krystalle des Kalisalzes. Die Ausbeute auf 


1 Liter Ochsenblut war nur etwa 2,5 g. 


Aus der Mutterlauge haben sich spiter noch Krystalley 


(etwa 0,5 g) ausgeschieden, die jedoch schon verindert waren, 


denn ihre Form war eine andere und sie waren in angesduerten 
Alkohol mehr léslich. 


Andere Alkoholmethoden geben entweder ein #-Hiamin | 


oder ein Gemisch, aus welchem die a-Form, falls sie ier. 
wiegt, durch Umscheiden gewonnen werden kann. Es konnte 
jedoch nicht die @-Form in die e-Form umgewandelt werden. 


VII. Die Einwirkung der zu starken Ansauerung 


zur Hitzekoagulation des Blutes auf die Qualitét der Praparate 
wurde wie folgt bewiesen: : 

1 Liter Ochsenblut wurde mit 3 Liter einer Lésung, die 
auBer 3 Liter Wasser entweder 2—50 ccm Eisessig und 25 bis 
75 g Natriumacetat oder 5—25 ccm 1°/,iger Schwefelsiure 
enthielt, versetzt und gekocht. Das Koagulum wurde ab- 
gepreBt, jedoch nicht, wie es friiher geschah, mit Wasser ge- 
waschen, weil nach dem Auswaschen der Salze die Ausscheidung 
von Oxyhiminanhydrid und Oxyhimin erschwert war, sondern 
sogleich mit Alkohol entwissert, zerrieben, und mit oxalsiure- 
baw. schwefelsiurehaltigem Alkohol ausgezogen. Das weitere 
Verfahren war das unter I. beschriebene. 

Die Priparate wurden mit der Himinprobe und mit der 
Kalisalzprobe gepriift. Es hat sich gezeigt, daB Priparate, 
bei deren Darstellung das Blut zur Koagulation nur schwach 
angesiuert wurde, aus der a-Form bestanden, wihrend Praparate, 
bei deren Darstellung das Blut stark angesiuert wurde, aus 
einem Gemisch von der a- und #-Form mit noch mehr ver- 
inderten Farbstoffprodukten zusammengesetzt waren. © 
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Aus den gemischten Praparaten konnte die a-Modifikation 
auf folgende Weise annihernd gewonnen werden: Das Praparat 
wurde mehrmals mit athylalkoholischer Kalilauge ausgezogen. 
Jeder Auszug wurde separat mit Kisessig angesiuert und mit 
Wasser verdiinnt. Der Niederschlag wurde, wie schon be- 
schrieben, weiter behandelt. Die erste Fraktion bestand haupt- 


Ssichlich aus der a@-Form. Bei diesem Verfahren kann durch 


lange dauernde und oft wiederholte Kinwirkung der alko- 
holischen Lauge auch die «-Modifikation alteriert werden. 


VIII. Die Einwirkung der sauren alkoholischen Lésung. 


Da8 durch linger dauernde Einwirkung der sauren 
alkoholischen Lésung die a-Form transformiert wird, kann aus 
den unter Il. B.e, f, IV., V. und VI. angefiihrten Versuchen 
geschlossen werden. 

Da8 durch kurzdauerndes Erhitzen der alkoholischen 
Lésung, die eine Mineralsiure enthalt, die «-Modifikation des 
Farbstoffs umgewandelt wird, wurde auSer den schon friher 
a. a. QO.) beschriebenen Versuchen auf folgende Weise gezeigt. 
Der oxalsiurehaltige Blutauszug wurde in 4 Portionen geteilt. 
Die erste Portion wurde mit NaCl, die zweite mit Salzsaure, 
die dritte mit Schwefelsiure und Salzsiure, die vierte mit 
Schwefelsiure und NaCl versetzt. Die Schwefelsiure und Salz- 
siure wurden in den von Mérner angegebenen Mengeverhilt- 
nissen zugegeben. Jede Portion wurde zum Kochen erhitzt, 
alsdann abgekiihlt, Das erste Priiparat bestand aus «-Chlor- 
himin, die anderen aus einem Gemisch. 


IX. Einflu8 des Alters der Tiere. 


Zur Beurteilung, ob das Alter der Tiere einen EHinfluB 
auf die Modifikation des Farbstoffs hat, kénnen nur solche 
Priparate von Oxyhimin, Oxyhiminanhydrid, Chlorhimin ver- 
glichen werden, bei deren Darstellung eine Beschidigung der 
«-Form ausgeschlossen war. Es sind insgesamt 13 Praparate, 
die aus dem Blut der Tiere (Rind) von verschiedenem Alter 


‘nein 





) A. Hamsik, Spisy lék. fakulty v. Brné Bd. I, 8. 5 (1928). 
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(4 Wochen bis 7 Jahre) nach der sub I., VI. und VIL. (hier :» 


schwache Ansiiuerung) beschriebenen Weise dargestellt wurden,§ | 


Alle diese Praparate bestanden aus der o-Form, so da8 kein§! 
entscheidender KinfluB des Alters der Tiere beobachtet werdenf 
konnte. : 


X. Einflu8 der Faulnis des Blutes, 


Die w-Form konnte nicht nur aus dem frischen Blut,§ 
sondern auch aus dem gering verfaulten Blut nach der unter |. § 
und VI. beschriebenen Weise erhalten werden, so daB geringe§ 
Faulnis des Blutes nicht stérend wirkte. : 





Berichtigung 
zu der Arbeit Walter Staudt ,,Kine Methode zur Darstellung 
von Sarkosinester“ (Diese Zs. Bd. 146). 


S. 289, 8. und 4. Zeile von oben: Die Striche vor ,,danach“ und 
nach ,,fast“* fallen weg. 











